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1. Uvod



Léciva jsou stale béznéjsi slozkou zivota kazdého Cloveka i zvifete, a bohuzel se
stava, ze nevyuzitd 1éCiva kon¢i misto v Iékarné jako nebezpecny odpad na skladce
spole¢né¢ s komundlnim. Zde dochdzi k vyplavovani chemickych latek z léc¢ivych

ptipravkl destém do podzemnich vod.

Lécivé latky se dostavaji do zivotniho prostiedi i pii samotné 1€cb¢ pacientt, kdy
jsou bud metabolizovany nebo nezménéné vyluCovany exkreénimi organy do
odpadnich vod. | ptesto, Ze tyto jsou pied vypusSténim do ptirody filtrovany, kanaliza¢ni

Cistirny nejsou schopné 1é¢iva z vody odstranit.

Farmaka se vétSinou vyskytuji v riznych vodnich kompartmentech v nizkych
koncentracich (ng/l — pg/l), avSak mize dochdzet k lokalnimu zvySeni koncentraci
V misté napt. mensich nemocni¢nich kanaliza¢nich ¢istiren. Slouceniny rozpustné ve
vodé pak mohou vzhledem ke své pohyblivosti kontaminovat podzemni vody, zatimco

lipofilni se budou spiSe akumulovat v sedimentu.

Stejné tak jako humanni 1éCiva, jsou 1 veterinarni pouzivana ve velkém objemu,
piicemz pii léCeni jsou zvifaty exkretovana. Pak se napf. kravskou mrvou
metabolizovana ¢i intaktni 1é¢iva dostavaji do agrikulturnich pid a prostifednictvim

zemédélskych rostlin se dostavaji do potravy.

Presny ekotoxikologicky efekt 1éCivych latek vcetné jejich metabolitlh na rizné
hladiny biologické hierarchie, od bakterii kompletni biosférou konce, neni dobie znam.
Jsou to biologicky aktivni slouceniny, které mohou interferovat se specifickymi
biologickymi systémy (napf. enzymy) nebo v zavislosti na tom, jak se chovaji v lidském

organismu.

Zvlastnim piipadem léCiv jsou antibakteridlni 1éc¢iva. I kdyz je v poslednich
nékolika letech obecny trend snizovat jejich naduzivéani, jsou stile nadmiru a zbytecné
predepisovana. Nejen, ze se tim zvySuje rezistence patogennich bakterii, pfi¢emz tento
efekt je nevratny, ale dochazi i k ohroZeni necilovych organismill. Zatimco toxicita
antibiotik na patogenni bakterie a na savce pouZzité pii klinickém zkouSeni je znama, je
dostupnych jen malo dat o ekotoxikologii téchto 1éciv, pficemZ napi. bezobratli tvoii

rozséhlou sloZku fauny ve vodnim ekosystému a hraji dilleZitou roli v potravnim fetézci.



1.1. Cil prace

Na zédklad¢ databaze AISLP (Automatizovany informacni systém databaze
lécivych ptipravkll) jsme zvolili amoxicilin za testované antibiotikum. Takto ziskana
data ovSem vykazuji, podle podkladi statnich instituci a dalSich organizaci, jen prodej

lé¢iva a nevyjadiuji jeho skutecnou spottebu lidmi nebo zvitaty.

Amoxicilin, polosynteticky aminopenicilin, je stale v popiedi spotfeby vsech
antibakteridlnich chemoterapeutik pro své Siroké spektrum Ucinku, které zahrnuje jak
mnoha gram-pozitivni mikroorganismy, gram-negativni koky a nékteré dalSi gram-
negativni organismy. Vzhledem k tomu, ze je biotransformovan jen z 10 % jatry a z 60
— 75 % eliminovan ledvinami v nezménéné podobe, je velkd pravdépodobnost, Ze se
mo¢i jim lé€enych osob Ci zvifat dostane do povrchovych vod. Lé€ivo se ovSem mize
dostavat do vody i vyluhovanim z riznych lékovych forem ze skladek komunalniho
odpadu. Zde mize spoluplisobit se slune¢nim zafenim na mnoho necilovych organismu

a tim je rizné ovliviiovat.

Cilem prace bylo zjistit mozny vliv amoxicilinu ve formé¢ 1é¢ivych ptipravki
(Augmentin® 625 mg a Ospamox® 375 mg/5 ml) na Zivotni prostfedi porovnanim
s analytickym standardem pomoci rtiznych ekotoxikologickych testi. Ty jsme vybirali
takové, které se daji pouzit v bézném laboratornim métitku, tj. bez zvlastnich naroka na
vybaveni laboratofe a pomocné chemikalie, a které jsou hodnovérné, citlivé a snadno

reprodukovatelné.
Hodnotili jsme akutni toxicitu na moiském korysi Artemia salina.

Pomoci mikrobiotestu Rotoxkitu F a Rotoxkitu F Chronic jsme studovali akutni
a chronickou toxicitu vitnika Brachionus calyciflorus, patficiho do skupiny prvoustych,

dilezitych soucasti planktonu.

Na semenech vys$si dvoudélozné rostliny, hot¢ici bilé Sinapis alba, jsme zjistovali

inhibici ruastu kofene.

Akutni toxicitu jsme téz studovali i na krouzkovci, niténce obecné Tubifex tubifex,

pomoci testu vyvinutého katedrou Farmaceutické botaniky a ekologie.



U kazdého z exponovanych zivoc¢ichl jsme zjisStovali i vliv ultrafialového zéteni

ptivlnové délce 365 nm.

U zivoCichii jsme zjistovali ECsp, tj. davku, kterd zptisobi u 50 % populace

toxicky efekt, a u Sinapis alba pak inhibici rustu kotfene v procentech.

10



2. Teoreticka ¢ast
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2.1. Ekotoxikologie

Ekotoxikologie je pomérné¢ mladd mezioborova védni disciplina na pomezi
chemie zivotniho prostfedi, toxikologie, ekologic a biologie, o které, jako
0 samostatném védnim oboru, se hovofi teprve od konce 60. let 20. stoleti. (Koci, V.;
2006)

Ekotoxikologie se zabyva studiem toxického plisobeni latek lidského ¢i prirodniho
puvodu na zivé organismy, jejich populace a spolecenstva. Kromé sledovani u¢inkt
latek je predmétem zdjmu ekotoxikologie 1 pohyb toxikantii v Zivotnim prostiedi.
(sweb.cz/ekotoxikologie/)

Ekotoxikologie studuje nepiiznivé vlivy chemikalii na Zivotni prostfedi a na
ekologické systémy. Tyto efekty jsou jak letalni (mortalitni) tak subletalni (napft. efekty
na rust a vyvoj) a mohou byt vyjadieny kvalitativné 1 kvantitativné. Studie novych a jiz
existujicich sloucenin jsou ve vétSin€é pripadi uskutec¢nované standardizovanymi

laboratornimi testy, které musi byt reprodukovatelné, citlivé a hodnovérné. (Knight, D. J.
a kol.; 2003)

Pti akutni toxicité se jedovaty ucinek projevuje velmi rychle, fadoveé po n€kolika
hodinach i1 minutadch. Pfi chronické toxicité se ucinek projevi po tydnech, mésicich.
Zatimco pii akutni toxicité¢ je ovlivnén pifimo ji vystaveny organismus, u chronické
toxicity se jeji projevy zjiStuji az na dalSich vyvojovych generacich (problémy

s plodnosti, degenerace na potomcich). (Rihovda Ambrozova, J.; 2007)

Ekotoxikologické studie by mély byt ekologicky relevantni, ale vzhledem
Kk velkému mnozstvi organismi pfitomnych v riznych svétovych ekosystémech je toto
provedeni nerealistické. Regula¢ni studie se proto zamétuji na druhy, které umoziuji

urcit riziko pro zivotni prostiedi.

Regulacni ekotoxikologické studie vedly k definovanym metodickym postupim
publikovanym EU, OECD, US EPA, japonskym Ministerstvem hospodaistvi, obchodu
a pramyslu (METI) a Ministerstvem zemédé€lstvi, lesnictvi a rybafeni (MAFF), ackoli

primarni byly OECD metody. (Knight, D. J. a kol.; 2003)
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V jednotlivych zemich svéta byly standardizovany rtizné metodiky umoznujici
porovnani vysledkii mezi laboratofemi. Mezi nejrozsifenéj$i patfi metodiky ISO

a OECD. (Rihova Ambrozova, J.; 2007)

Testovani se zamétuje predevsim na vodni prostfedi a na rizné tirovné potravniho
fetézce. Voda je totiz primarni cestou odstraniovani syntetickych chemikalii bud’ potoky,
nebo potrubimi vedoucimi od zdroji zneciSténi. VétSina regulacnich plan se ale
zaméiuje vice na sladkovodni prostfedi, i kdyz motské prostfedi je stejné dulezité.
Vyuzivaji se stejné metody testovani, vSak namisto sladkovodnich organismi se uzivaji

moftsti. (Knight, D. J. a kol.; 2003)

Testy na organismech vodniho prostfedi jsou vhodné pro hodnoceni nové
vyvinutych a do praxe zavadénych chemickych latek, odpadi na skladky, havarii

priniku odpadnich vod do povrchovych ¢i podzemnich zdroji. (Rihova Ambrozova, J.;
2007)

Ke dni 18. 12. 2006 bylo schvaleno nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES)
¢. 1907/2006 REACH (Registrace, hodnoceni, povolovani a omezovani chemickych

latek). Natizeni nabylo u¢innosti dne 1. 6. 2007. (www.ekonox.cz)

Novy systém kontroly chemikalii REACH zajisti, aby se nejpozd¢ji od roku 2020
pouzivaly pouze chemické latky se znamymi vlastnostmi a to zplisobem, ktery
neposkozuje zivotni prostiedi a zdravi Clovéka. Registrace chemickych latek podle
REACH se bude vztahovat na chemické latky vyrabéné v zemich EU a na chemickeé
latky do EU dovazené jako takové nebo jako soucast ptipravkl ¢i vyrobkli v mnozstvi
rovném nebo vysSim nez 1000 kg rocn€. Registraci podléhaji chemické latky
klasifikované jako nebezpecné a také nebezpecné chemické latky, které se uvoliuji
Z vyrobku pfi jeho fadném pouzivani v mnozstvi 1000 kg rocné€ a vysSim celkové za typ
vyrobku.

Povinnost registrace podle REACH se nevztahuje na huménni a veterinarni 1é¢iva,
ptisady do potravin a krmiv, a latky pouZivané k vyZzive€ zvitat. Z povinnosti registrace
jsou vyjmuty polymery a latky, které jsou povazovany za nezdvazné a latky, které se

vyskytuji v pfirod€. (www.reach.cz)
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2.2. Ekotoxikologické biotesty

Podstatou ekotoxikologické prace jsou testy toxicity, které slouzi k zjisténi ¢i
odhadu mozného toxického vlivu testovanych latek na zivé organizmy.
Ekotoxikologické testy jsou nespecifické, to znamena, ze zachycuji celkové toxické
ucinky vsech latek pritomnych v testovanych vzorcich bez nutné blizsi znalosti jejich

sloZeni ¢i chemickeé struktury. (sweb.cz/ekotoxikologie/)

Pro hodnoceni ekotoxikologickych vlastnosti latek jsou pouzivany biologické
testy toxicity. Vyznam biologickych testli spociva v postizeni souhrnu u¢inkd vsech
pfitomnych komponent v testovaném roztoku na testovany material (organismus,
kultura, tkan, bunka). UmozZiuji rychlé a dostate¢né zhodnoceni odpadii, na jejichz
zaklad¢ lze pripadn€ odhadnout negativni G€inek téchto latek. Testy podavaji
i informace o biologické aktivit¢ a schopnosti toxickych latek prochazet
biomembranami, jsou zalozené na fyziologickych pochodech, biochemickych zménéch,
fotosyntéze a dychéani. Testy na biologickém materialu maji za hlavni cil stanoveni
hrani¢ni koncentrace, ve kterych je mozny Zzivot vybranych testovacich organismti.
(Rihova Ambrozova, J.; 2007)

Pfi testovani se nejprve musi zjistit, zda a jak se dana latka v prostiedi degraduje
a zda pusobi toxicky na mikroorganismy, které ji ptipadné rozkladaji. Dal§im stupném
je zjisténi pripadného toxického efektu na rtizné trofické stupné v prostedi. Nejdiive se
zjistuje efekt na primarni producenty (fasy), dale na primarni konzumenty (bezobratli)
a nakonec na sekundarni konzumenty (ryby). Pokud je latka toxicka pro fasy a pro dalsi
¢lanky potravniho fetézce jiz neni, mohou se ukdzat zmény na Zivotnim prostiedi tim,
ze je ohrozena potrava vySSich ¢lanki. Subletalni efekty mohou vést k akumulaci

chemikalie v ur¢itém jedinci a ke zvySovani koncentrace ve vySsich ¢lancich fetézce.

Vybeér testovacich druhii je fizen nejen citlivosti k chemikaliim, ale také snadnosti
jejich kultivace, dostupnosti, schopnosti snaset laboratorni podminky a snadnosti urcit

toxikologicky endpoint.

Pro tyto testy je dileZité, Ze testované organismy nejsou piimo vystaveny

testované latce, jako je to u savcich testd, ale jsou ji ovlivilovany ptes prostiedi. Proto se
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pfi kvantitativnim stanoveni toxicity pouziva letdlni koncentrace (LC) misto letalni

davky (LD). (Knight, D. J. a kol.; 2003)

Existuje velké mnozstvi biologickych testli, které mohou byt rliznym zptisobem
klasifikovany. Nejbéznéjsi je klasifikace podle délky kontaktu bioindikatoru
S testovanym toxikantem, podle které jsou testy Clenény na akutni, subchronické
a chronické. Je ovSem tieba zduraznit, ze toxicita urcité latky mize byt pro rtzné
organismy ruzna. Proto je nutné postupovat velmi opatrné pii zobeciiovani informaci
ziskanych na jednotlivych testovacich bioindikéatorech zvlasté ve vztahu k ¢lovéku. Pro
zvySeni objektivity se Casto pro testovani pouziva nejen jeden druh organismu, ale
soubor nékolika biologickych druhti rizné slozitosti a trofické trovné. (Kafka, Z. a kol,;
1999)

Testy toxicity se provad¢ji na tfech trovnich:

1. na arovni bun€k a tkani (pouzivaji se pro teoretické objasnéni poznatkt
ziskanych pifi pokusech na organismech, vyhodou je jejich dobra
reprodukovatelnost a naopak nevyhodou je zna¢né odliSnost vysledka ,,in-

vitro” od vysledki obdrzenych ,,in-vivo”);

2. mna urovni jedincii ¢i organismit (mizeme se setkat s potizemi spojenymi

s reprodukovatelnosti);

3. na arovni spolecenstev, biocenodz (sleduje se toxicky ucinek v piirodé ¢i na
modelu, nevyhodou je fakt, Ze toxicky uc¢inek se nemusi projevit vzdy

stejn€, razné reakce na urCity druh, naruseni potravnich fetézcit).

Inova¢ni trendy v ekotoxikologii 1ze charakterizovat tfemi generacemi testl

toxicity.

Prvni generace testll je pfedstavovana klasickymi, standardnimi a konvenénimi
metodikami, které jsou zaloZené na akutnich testech toxicity na v laboratofi chovanych
organismech a udrzovanych kulturach, piikladem jsou ryby druhti Poecilia reticulata
(zivorodka duhova) a Brachydanio rerio (danio pruhovany) korysi Daphnia magna,
chlorokokalni tasy druhti Scenedesmus quadricauda a Scenedesmus subspicatus,

semena kli¢icich kulturnich rostlin Sinapis alba (hoi¢ice bila) a Lactuca sativa (salat

sety).
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Druha generace testl toxicity se zacina v soucasné dobé stale vice pouzivat a je
predstavovana alternativnimi biotesty, zndmé pod nazvem mikrobiotesty. Tyto testy
vyuzivaji klidova stadia testovanych organismi. V piipad¢ testli na bezobratlych
(perloocky, vifnici) se pouzivaji cysty (vifnici) a ephipia (dafnie), testd na rybach se
aplikuji tkanové kultury a jikry, v testech na bakteriich se pouzivaji jejich lyofilizované
kultury, v fasovych testech imobilizované a hluboce zamrazené tasové kultury. Nové;ji
je puvodni test na kli¢icich rostlindich nahrazovan testem na kalusu (tkanova kultura

nediferenciovanych bungk).

Zcela na pocatecni Urovni je tieti generace testd toxicity, ktera vyuziva biosenzory

a biosondy a je zaloZena na fluorescen¢nim znaceni toxické latky. (Rihova Ambrozova, J.;
2007)

Ekotoxicitu vykazuji takové odpady, jejichz vodny vyluh negativné ovlivni
alespon jeden druh testovacich organisml, pficemz doba kontaktu vyluhu
S bioindikatorem je pevné stanovena. Jako bioindikatory se pouzivaji ryby, fasy, dafnie

a semena hoicice bilé. (Kafka, Z. a kol.; 1999)

2.2.1. Testovani bakterialni toxicity

Testovani inhibice respirace aktivovaného kalu je nejbéznéjsi formou testu
bakterialni toxicity dle OECD Metodického postupu ¢. 209. V podstaté se sklada
Z nadoby obsahujici aktivovany splaskovy kal a testovany material, které jsou
provzdusiiovany po dobu tfi hodin. Synteticky kal, skladajici se z proteinii, mo¢oviny,
masového extraktu aroztoku pufru, je ptfidan k substratu pro umoznéni dychani
mikroorganismi a v dalS$i naddob€ je pozitivni kontrola (3,5-dichlorfenol), kterd bézi
soucasné s pokusem. Rychlost dychani je urCovana kazdou kontrolou ana konci
expozice. Urovné dychani jsou srovnany a vypoéte se procentualni inhibice. (Knight, D. J.
a kol.; 2003)

Microtox test vyuziva ke zjiStovani toxicity pokles produkce svételného
bioluminiscenéniho  toku motskych svétélkujicich  bakterii ~ Photobacterium
phosphoreum vlivem xenobiotik pfitomnych v hodnoceném vzorku. Tyto bakterie

vyuzivaji pfiblizn€ 10 % metabolické energie pii preméné energie chemické na
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viditelné¢ svétlo pomoci elektronového transportniho systému. Uvedend preména je
spojena s bunéénym dychanim. Zména buné¢ného metabolismu nebo poruseni bunécné
struktury ovliviiuje dychani a tedy i intenzitu bioluminiscence. Biotest Microtox
umoziuje upravit experiment pro zjistovani toxicity organickych latek s omezenou
rozpustnosti ve vodé.

Mutatox. Specifickou modifikaci Microtox testu je biotest zvany Mutatox, ktery
se vyuzivd pro hodnoceni genotoxicity (mutagenity) a pro rychly screening

kancerogennich latek zejména v potravé a v lécich. Mutatox je typickym piikladem

aplikace bioluminiscen¢nich bakterii pro méfeni chronické toxicity. (Kafka, Z. a kol.; 1999)

2.2.2. Akvatické testy toxicity

Tyto testy jsou vedeny na zéklad€ standardnich doporuc¢eni EU, OECD nebo US
EPA Kancelafe pro ochranu, pesticidy a jedovaté materidly (OPPTS). Vétsina studii je
uskute¢néna s pouzitim sladkovodnich druht, ale testy mohou byt snadno ptizptisobeny

motskym. Dodani substance do systému je zasadni pro stanoveni toxicity. (Knight, D. J. a
kol.; 2003)

Biotesty pro vodné rtzné kontaminované vzorky nebo jejich vyluhy jsou
navrhovany tak, aby indikatorovymi organismy byly typické druhy zastupujici
nejvyznamnéjsi slozky ekosystémti povrchovych vod. Bioindikatory mohou reagovat na
pritomnost toxikantli napi. urCitou zménou nékteré fyziologické funkce, zménou
pohyblivosti, ristu nebo reprodukce. V krajnim ptipadé miize byt testovaci organismus

toxikantem usmrcen. (Kafka, Z. a kol.; 1999)

Kdyz je to mozné, vyhyba se testovani na obratlovcich, a pokud uz je toto
testovani pokladdano za nutné, mélo by byt minimalizovano. Dava se ptednost

bezobratlym. Pied testovanim ryb musi byt vSak vytfeSeny jakékoli etické problémy.

Pro akutni testy toxicity se uzivaji hodnoty LCso (LCso je letalni koncentrace,
ktera ukazuje 50% odpoveéd’ v populaci) a ECsy (ECso je efektivni koncentrace, ktera
ukazuje 50% odpoveéd’ v populaci) a stejné tak NOEC (koncentrace, pifi niz nebyly

pozorovany zadné rozdily od kontrolniho vzorku).
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Presné stanoveni koncentrace testované latky v exponovanych nadobach je
pro urceni toxicity kritické. Mnoho latek je stabilnich ve vodé a nevykazuji zadné
problémy v ur¢eni efektivnich koncentraci, ptesto jich je mnoho, se kterymi problémy
jsou. Mohou se hydrolyzovat, oxidovat, fotodegradovat nebo se biologicky rozkladat
Vv testovacich podminkach aproto je dilezité najit vhodnou analytickou metodu

k méfeni koncentrace latky a pokud je to mozné, tak i degrada¢nich produktu.

Na zaklad¢ ziskanych hodnot LCsy jednotlivych latek jsou stanoveny 4 trovné
nebezpeci pro vodni prostiedi: 1. koncentrace do 1 mg/l je vysoce toxicka pro vodni
zivot; 2. koncentrace od 1 do 10 mg/l je toxicka pro vodni Zivot; 3. koncentrace od 10

do 100 mg/1 je mirné toxicka; 4. koncentrace nad 100 mg/1 je relativné netoxicka.

Testovani se uskutectiuje aZz do maximalni koncentrace 100 mg/l nebo do limitu

rozpustnosti ve vod¢ pro slabé rozpustné latky. (Knight, D. J. a kol.; 2003)

2.2.2.1. Akutni testy toxicity

Rasové testy toxicity dovoluji méfeni akutni toxicity, ale mohou byt pouzity i jako
indikatory chronické toxicity. K testim mohou byt dle OECD uzity jak sladkovodni
druhy (Scenedesmus subcapitatus nebo Pseudokirchneriella subcapitata) tak i moiské
druhy (Skeletonema costatum) a mohou trvat 72 nebo 96 hodin. K poskytnuti
dopliujicich informaci mohou byt pouzity i druhy z dalSich taxonomickych skupin, jako

je rozsivka Navicula. (Knight, D. J. a kol.; 2003)

Zkouska inhibice ristu sladkovodnich fas Scenedesmus quadricauda, S.
subspitatus, Selenastrum capricornutum je standardizovana metodikou CSN EN ISO
28692.

Princip testu spocivé ve stanoveni toxického ucinku vodou vyluhovatelné latky na
inhibici riistu a rozmnozovani chlorokokélni ftasy v jednotlivych koncentracich
sledované latky ve srovnani s kontrolami v ¢istém zivném roztoku. Pfi testu je vhodné

zaznamenavat i odchylky od normalniho tvaru bunék. (Rihova Ambrozova, J.; 2007)

Testovand chemikalie se smisi stasovou kulturou v definovaném médiu
0 pocatecni hustoté asi 1.10* bun&k na mililitr. Na konci testu bun&éna hustota narista
dle délky testu az na 1.10° bung¢k na mililitr. Pro spln&ni validacnich kritérii musi

paralelné probihat kontrola s pH, které by nemélo kolisat o vice jak 1,5 jednotku po
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celou dobu testu. Vzorky jsou vytahovany kazdodenné a hustota je urCovana pfimym
pocitdnim bun¢k bud’ mikroskopem a pocitacimi komlrkami nebo elektronickym
pocitadlem castic. Testované nadobky se inkubuji v 24°C pod konstantnim zafenim asi
7 000 lux amichaji se. Na konci exponované doby se bunétna hustota vyuzije

k pfepocitani na hodnoty EC a NOEC. (Knight, D. J. a kol.; 2003)

Testy akutni toxicity na bezobratlych se standardné¢ provadéji na sladkovodni
Daphnia magna. Metodika pouZivana pfi testech na korysich je CSN EN ISO 6341,
kterou se zjistuje inhibice pohyblivosti perloocek. (Rihova Ambrozova, J.; 2007) Metoda
uziva zivoc¢ichy v nejcitlivéj$im zivotnim stadiu, tj. v prvnim ristovém stupni larvy, coz
je méné nez 24 hodin. Organismy jsou ziskdny z partenogenetickych laboratornich

chovi s kvalitni potravou z fas. (Knight, D. J. a kol.; 2003)

Typicky se test provadi s pouZzitim 250ml nadob. (Knight, D. J. a kol.; 2003)
Pozadované koncentrace se ptipravi fedénim testované latky fedici vodou. Pred testem
je vhodné vytemperovat vzorky na laboratorni teplotu. Asi 2 hodiny pied testem se
doporucuje odlovit mladé dafnie do nadobky s fedici vodou a nakrmit je kulturou
chlorokokalni fasy pfidané v podob¢ n¢kolika kapek k roztoku. Do kazdé koncentrace
se nasazuje po 10 az 60 kusech dafnii (pozadavek 5 ml na jedince), stejnym zplisobem
se nasadi 1 kontrola. Spravnost ptipravy pracovnich roztokli a pouziti zivotaschopnych
jedinct limituje hranice maximalné 10 % mortality ¢i imobilizace (tj. neschopnost
plavat béhem 15 sekund po zatfeseni nadobou) v kontrolnim roztoku. Test probiha po
dobu 48 hodin, pti teplot¢ 20 °C + 2 °C, bez aerace, bez osvétleni a bez krmeni
perloocek. Béhem testu se zaznamendva chovani (imobilizace) a thyn perloocek za 24

hodin a 48 hodin. (Rihova Ambrozova, J.; 2007)

Rozpustény kyslik, teplota a pH jsou monitorovany na startu a na konci testu. Pro
validaci testu je nutné, aby bylo na konci testovani v nadobé vice jak 3 mg kysliku na
litr, aby dafnie nebyly uvéznény na vodnim povrchu a pH se ménilo o vice jak

1 jednotku.

Pro ziskani ECso a NOEC se pouZziva 9 testovanych koncentraci, kontrola a pokud
je nutné ikontrola s rozpoustédlem s tim, Ze se vSe duplikuje. Tim, Ze je organismus
relativné maly, neni moZzné piesné stanoveni smrti, protoZe miiZze byt stale nazivu
neschopny plavat. Pro jeji pfesné ur€eni je nutné mikroskopické stanoveni tlukotu srdce,

coz je vSak pro tento druh testu nadmérné. (Knight, D. J. a kol.; 2003)
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V soucasné dob¢ jsou chovy perloo¢ek nahrazovany tzv. fizenou produkci z jejich
klidovych stadii (tzv. ephipii) pfi tzv. alternativnich testech. V takovém ptipadé probiha
lihnuti koryst od 24 do 72 hodin od pocatku inkubace. (Rihova Ambrozova, J.; 2007)

Jako motsky ekvivalent se pro test uziva Acartia tonsa. (Knight, D. J. a kol.; 2003)

Rybi testy akutni toxicity uzivaji ruzné druhy ryb, jako jsou napi. danio
pruhované (Brachydanio rerio), stievle Pimephales promelas, kapr obecny (Cyprinus
carpio), medaka japonska (Oryzias latipes), slune¢nice velkoploutva (Lepomis
macrochirus), pstruh duhovy (Oncorhynkus mykiss), zivorodka duhova (Poecilia
reticulata), jelec jesen (Leuciscus idus), platys Scopthalmus maximus anebo Cyprinodon
variegatus. Pozadavky na teplotu vody a rozmér ryb jsou odlisné pro metody OECD
a US OPPTS. Dalsi velké rozdily mezi témito metodami jsou v poctu uzitych jedinci.
OECD/EU pozaduje 7 az 10 ryb v testovaci skupin¢ zatimco US OPPTS 20 ryb ve
skuping (dvé opakovani po 10). (Knight, D. J. a kol.; 2003)

Cilem testu je stanoveni toxicity vodou vyluhovatelnych latek z odpadu na ryby.
Pti testech je potieba pracovat v souladu se znénim zakona ¢. 246/1992 Sb. Na ochranu
zvitat proti tyrani a dile vyhlasky Ministerstva zemédélstvi CR ¢&. 207/2004 Sb.

O ochrang, chovu a vyuziti pokusnych zvifat. (Rihova Ambrozova, J.; 2007)

Testy jsou provadény v laboratoii v potifebné teploté pro urcity druh po dobu 96
hodin s 16 hodinami svétla. NejCastéji se pouzivaji dvacetilitrova akvaria s tim, ze
mohou byt 1 vétsi. Testovanym prostfedim muize byt bud’ destilovana voda, nebo Castéji
voda z vodovodu, ktera neobsahuje Skodlivé koncentrace chloridu, tézkych kovi,
pesticidii nebo dalSich latek. V protokolu by méla byt detailn¢ uvedena data o kvalité
vody. Denné je monitorovan rozpusStény kyslik, teplota a pH. Akvéria musi byt stile
provzduSnovana s vyjimkou testd s tékavymi latkami, kdy jsou pouzity zapeceténé
nadoby. Ryby jsou aklimatizovany 12 dni na urcitou teplotu a jsou krmeny komerénim
rybim krmivem, coz je pferuSeno 24 hodin pred zacatkem testu a béhem expozice jiz
dale pirikrmovany nejsou. Pro ziskani hodnoty LCso V limitnim testu je tfeba
5 koncentraci ve dvou paralelach, kontrola a pokud je to nutné, tak ikontrola
s rozpoustédlem. Obvykle je test veden pod polostatickymi (denné¢ obnovovanymi)
podminkami, ale pro nestabilni latky je pouZita prito¢nd metoda. Statické podminky
mohou byt uzity, pokud jsou latky stabilni ve vodé po dobu 96 hodin a pokud dusikové
produkty z rybich exkrementi nerusi test. Data se ziskavaji po 24, 48, 72 a 96 hodinach
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expozice. Mortalita v kontrolach nesmi piekrocit 10 %, koncentrace rozpusténého

kysliku musi byt vétsi nez 60 % a pH nesmi kolisat o vice jak jednu jednotku. (Knight, D.
J. akol.; 2003)

Vychozi metodikou v Ceské republice pro test akutni toxicity na akvarijnich
rybach druhti Poecilia reticulata a Brachydanio rerio je soubor ISO norem: CSN EN
ISO 7346-1 (Staticka metoda), CSN EN ISO 7346-2 (Obnovovaci metoda) a CSN EN
ISO 7346-3 (Prito¢na metoda). Pro tento test plati, ze probiha pfi teploté 22 °C £ 2 °C,
bez aerace a bez krmeni organismi. Zfed’'ovaci vodou je pracovni roztok soli pouzity
Vv pozadovaném objemu 100 ml na jednoho jedince. Pocet testovanych organismi
V jedné koncentraci je 3 az 10 kust (v jedné sérii testu je vhodné nasadit vzdy stejny
pocet). Test probihd za uvedenych standardizovanych podminek po dobu 48 hodin, dle

metodik ISO se prodluzuje aZ na 96 hodin. (Rihova Ambrozova, J.; 2007)

OECD publikovalo test, ktery pouziva citlivéj$i zivotni stupné ryb, jako jsou
embrya a rybi potér, pro ziskani jemnéjsich efektt zatéze zivotniho prostfedi. (Knight, D.
J. akol.; 2003)

2.2.2.2. Chronické testy toxicity

V piipadé nutnosti ziskdni presn¢jSiho urCeni toxicity a identifikovani
dlouhodobého rizika pro zivotni prostiedi, se pouzivaji chronické testy. Uzivaji se nizsi
koncentrace latek nez u akutnich testli a zkoumaji se komplexnéji konecné vysledky,
které mohou zahrnovat i reprodukéni efekty. Trvani testa je delsi a vyZaduje se krmeni
organismll. Testované koncentrace jsou casto urCeny na zdkladé vysledkti akutni

toxicity.

Testy na vodnich rostlindch. Standardni ristové testy poskytuji métitko chronické
toxicity jiz od doby, kdy se zacnou délit bunky. Dodatecné vysledky toxicity pro vodni
rostliny mohou byt uréeny studovanim efektu testované chemikdlie na vysSich
rostlinach, jako je Lemna (okfehek). Rist testovaného organismu je urcen piibyvanim
véjifovité struktury (nebo listi plovoucich rostlin). Test se provadi pii teploté
vody 24 °C za konstantniho osvétleni (ptiblizné 7000 lux) v trvani 7-14 dni. (Knight, D. J.
a kol.; 2003)
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Rostliny okiehku mensiho se nechaji rist v riznych koncentracich testované latky
rozpusténé ve Steinbergoveé zivném roztoku. Soucasné se nasadi testovaci rostliny do
kontrolniho zivného roztoku bez testované latky. V intervalu 24 hodin se kontroluje
a zaznamenava stav rostlin a pocet listkli. Cilem testu je kvantifikovat G€inky latky na
vegetativni rast okiehku posouzenim poctu listil - rychlosti ristu a alespon jedné ze tii
volitelnych charakteristik: velikosti listové plochy, hmotnosti suSiny nebo obsahu

chlorofylu. Délka expozice je 7 dni. (Jirkd, J. a kol.; 2003)

Reprodukéni testy na Daphnia magna vychéazeji z vysledkti akutnich testu.
Reprodukeéni testy zkoumaji efekty na rust jiz od prvniho vyvojového stadia Daphnia az
do stupné dospélosti a nasledné efekty na jejich rozmnoZzovani. (Knight, D. J. a kol.; 2003)
Mladé samice, staré maximalné¢ 24 hodin, se exponuji testovanym vzorkim
v koncentracni fad¢, po dobu 21 dni. (OECD; 1998) V testu se pouziva pét koncentraci
ziskanych z akutniho testu na zakladé hodnot ECsg a kontrola, a pokud je to nutné tak
i kontrola s rozpoustédlem. Daphnia zahajuje reprodukci okolo 7. dne Zivota. Kazda
testovana koncentrace ma 10 nadob, kazdda po jedné dafnii. Jejich médium je
nahrazovano kazdé dva nebo tfi dny a zivocichové jsou krmeni koncentrovanou fasovou
suspenzi tak, aby byl pomér 0,1 - 0,2 mg uhliku na dafnii a den. Expozi¢ni podminky
jsou popsany u akutniho testu. Mlad’ata jsou denné vytahovana a pocitana. NOEC se
stanovuje s pomoci velikosti a stavu matefskych dafnii a jejich mlad’at. Analyzy Cerstvé
piipraven¢ho a starého média ru¢i za spravné stanoveni koncentrace, jiz jsou
zivocichové vystavovani. (Knight, D. J. a kol.; 2003) Na konci testu je stanoven celkovy

cey

pocet narozenych potomki, vztazeny na jednoho zijiciho rodice. (OECD; 1998)

Testovani rastu ryb vychazi zvysledki testl na akutni toxicitu. Studie je
navrhnuta na rast pstruhi béhem 28 dni. Testovaci koncentrace jsou takové, aby
nezpusobily smrt a aby bylo mozné monitorovat chronické efekty. Podminky expozice
jsou stejné jako u akutnich testl s tim rozdilem, ze ryby jsou drzeny ve skupinkach po
16 zvifatech a jsou denné krmeny komer¢nimi krmivy v davce, kterd odpovida 4 %
télesné hmotnosti. Krmeni je obvykle rozdéleno do dvou stejnych porci s tim, Ze dalsi
se mize do systému ptidat pouze v ptipadé, ze pfedchozi krmivo bylo zkonzumovéano.
Pokud je to mozné, tak se pouZivaji prutocné testovaci podminky a to jak z diivodu
udrZeni zdravi ryb, tak k udrZeni testovaci koncentrace. Nesnédené krmivo a rybi
exkrementy jsou odstrailovany dvakrat denné€, protoze adsorpce testovaného materialu

na organické zbytky ho miiZze redukovat na minimum. Ryby jsou zvaZeny a jejich délka
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je zaznamenana v den 0. 14. den a na konci testu se opét urcuje délka a vaha ryb.
Regresni analyza je uzivand pro zjisténi ECy a hodnota NOEC je urcena statistickou
analyzou (analyza odchylek). Bézna analyza testovacitho média zabezpecuje presné

zjisténi koncentrace latky.

Testy na rannych Zivotnich stadiich ryb jsou alternativou K rastovym testtim.
V téchto testech jsou CcCerstvé oplozena vajicka v pratoénych podminkach
vystavena testované latce, kterd ovSem neni v dané koncentraci pro né smrtici. Vyvoj
(pteziti a rist) vajiCek a potéru se sleduje az 35 dni po lihni v zdvislosti na druhu.
Zpravidla se vtomto testu uzivaji stievle, protoze se snadnéji za laboratornich
podminek chovaji a ddvaji béhem roku dobrou zisobu cerstv€ oplozenych vajicek.
Vylihly potér pro zajisténi maximalniho ristu potfebuje zivé krmeni (napf. prvoky,
trepky nebo Zabronozky). Test ma dvé paralelni nadoby, z nichz kazda ma po 30
vajickach. Ostatni testovaci podminky jsou stejné jako u testu akutni toxicity. Na konci
testu se vyhodnoti vaha a délka rybek a jejich pocet a statistickou analyzou jsou uréeny

hodnoty LOEC a NOEC. (Knight, D. J. a kol.; 2003)

2.2.3. Test rybi bioakumulace

Testovany material s vysokym rozdélovacim koeficientem v systému n-oktanol —
voda (tj. log P > 3), ktery se ve vodé vyskytuje ve velkém mnozstvi, se muze hromadit

V potrave a tim 1 ve vodnich Zivocisich.

Test rybi bioakumuace muze byt veden na riznych druzich ryb v téch
koncentracich, které odpovidaji setin¢ a tisiciné hodnoty LCsq ziskané v testu akutni
toxicity. Nejb&znéji uzivanymi druhy ryb v tomto testu je kapr obecny a pstruh duhovy.
Studie probiha od 28 dni az do 8 tydni, ale mize byt ukoncena v bodu, kdy tii po sob&
nasledujici méteni ukazi, Ze sloucenina je v rybi tkani ve stal¢ koncentraci. Test probiha
Vv pruto¢nych podminkach. Ryby jsou krmeny denné v davce, ktera odpovida 2 % jejich
hmotnosti. Ryby se pro test pouZzivaji delSi nez v testech akutni toxicity (pstruh 8 £4 cm
a kapr 5 £ 3 cm) a voda je udrzovana na optimalni teploté¢ pro dany druh. BéZné se
sleduje koncentrace latky v médiu a Zivo€ichové jsou pravidelné utrdceni pro zjiSténi
mnozstvi v celém organismu nebo v jeho jednotlivych ¢astech (hlava, vnitini organy a

svalstvo). Tato data se uzivaji ke zjiSténi faktoru biokoncentrace (BCF), ktery je
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konecnym vysledkem celého testu. Hodnoty BCF vétsi nez 500 davaji diavody
ke starostem a hodnoty vétsi nez 1 000 mohou ukazovat na to, Ze testovany material se

pravdépodobn¢ hromadi ve vodnich organismech. (Knight, D. J. a kol.; 2003)

2.2.4. Testy toxicity v sedimentu

U substanci vyskytujicich se ve vodé ve vysokém mnozstvi, a které se absorbuji
do organického zakladu (maji vysoky absorp¢ni koeficient), se sleduje jejich vliv na
organismy V sedimentu. OECD publikovala metody vyuzivajici druhy pakomari
(Chironomus), ale mohou byt uzity i jiné druhy jako je Zizalice pestra (Lumbriculus

variegatus).

Je uzitecné ziskat jednotlivé vysledky testii od vice jak jednoho taxonu a proto je
testovani Lumbriculus doprovazeno dalSim testovanim na pakomarech. Lumbriculus se

primarng zivi sedimentem, zatimco Chironomus roztokem ve §térbinach sedimentu.

Oba testy zahrnuji vyuziti umélého sedimentu s testovanym materidlem
vV definovaném médiu. Testované organismy se piidaji do systému a v piipadé
Chironomus end pointem je vznik dospélych much, zatimco u Lumbriculus je to pieziti

a reprodukce (tj. zvySeni poctu organismil).

2.2.5. Terestrické testy toxicity

Slouceniny, které se absorbuji do organického zakladu, mohou mit vliv pfes
odpadni vody na piidni prostfedi. BéZzn¢ se splasSky dale dostavaji do pidy ze skladky
odpadii nebo aplikaci hnojiv na ornici. Ziskdni dat dokladajicich toxicitu na pidni
organismy je nutné, pokud se chemikalie vypousti do zivotniho prostfedi ve vysokém

objemu. (Knight, D. J. a kol.; 2003)
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2.2.5.1. Zizaly

Je zde mnoho metod testovani toxicity chemikalii na Zzizaladch, véetné mistni
aplikace, nasilného krmeni a zkousky ponorem. OECD doporucuje test v umélé pudé

a jako nepovinny test toxicity papirovy kontaktni test. (OECD; 1984)

Studie na destovkach se provadi vumélé pade, kterda umoziuje jejich
rozmnozovani. Jako testovaci druh je upfednostiiovana kalifornska destovka Eisenia
foetida, ktera sice neni ptivodnim druhem zijicim v pudé€, ale normalné se vyskytuje
V hnoji, ma krats$i vyvojovy cyklus nez ptivodni druhy a lépe se chova v laboratornich
podminkach. Testovany materidl se promicha s umélou pidou a destovky se polozi na
povrch. Test probihd 14 dni pfi 21°C za konstantniho osvétleni, které zajiStuje, Ze
zvifata zistanou v pudé. Destovky nejsou béhem expozice krmeny a na konci studie se
u 40 prezivsich Zivo¢ichi zaznamena zména délky (4 opakovani po 10 destovkach na

testovanou koncentraci). (Knight, D. J. a kol.; 2003)

2.2.5.2. Véely a uziteény hmyz

Pro pramyslové chemikalie vcetné 1€kt je velmi nepravdépodobné, ze dojde
Kk pfimé expozici téchto organismi. Avsak u pesticidi je toto testovani povinné. (Knight,
D. J. a kol.; 2003)

2.2.5.3. Testy ristu rostlin

Kdyz jsou splasky aplikovany na ornici jako hnojiva, tak se musi studovat jejich
efekt na rast rostlin. Test publikovany OECD wuziva tfi rostlinné druhy: dva
jednodélozné a jeden dvoudé€lozny. Testovand chemikélie je smichéna s piidou o
definovaném slozeni a semena rostou po znamou casovou periodu za podminek

vhodnych pro urcity druh. Koncem testu je vznik semenackl a vaha kotinku. (Knight, D.

J. akol.; 2003)

Piikladem takového testu je kratkodoby test klicivosti Sinapis alba. Test byl
vyvinut K testovani uéinku odpadnich vod na zavlahy. Pfi této zkouSce se vyuziva
citlivosti kli¢icich semen hoicice bilé Sinapis alba v pocatecnich stadiich vyvoje

rostliny na jedovaté latky. Test probiha po dobu 72 hodin, pfi teploté 20 °C + 2 °C, bez
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osvétleni. Princip spociva v kultivaci semen za standardnich podminek v rGznych
koncentracich toxické latky v Petriho miskdch na podlozce nasycené pracovnim

roztokem. (Rihova Ambrozova, J.; 2007)

2.2.6. Studie mikrokosmu a mesokosmu

Tyto testy se obvykle vyzaduji u agrochemikalii. V téchto testech jsou ptirodni
podminky napodobeny bud’ ohrani¢enim a ¢asteCnym uzavienim venkovni jednotky,
kterd blizce simuluje pfirodni prostfedi (testy v mesokosmu) nebo malé venkovni
nadrze ¢i maly laboratorni systém s vice druhy (studie mikrokosmu). Velkou péci
vyzaduje navrhnuti tohoto testu a vybér testovanych druhti a tato studie ma dlouhého

trvani. (Knight, D. J. a kol.; 2003)
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2.3. Fototoxicita

2.3.1. Sluneéni zareni

Slune¢ni zateni poskytuje energii nasi biosféte, atmosféfe, pevniné i oceanim.
Fotochemické reakce hraji vyznamnou roli v Zivotnim prostedi. Svétlo se zapojuje do
velké ¢asti reakci v atmosféie, vodé, pudé i zivych organismech. Reaktivni fragmenty,
které se podileji na vzniku a hnaci sile atmosférické chemie, vznikaji tak, ze molekuly

nachazejici se v atmosféfe jsou disociovany ptichozimi fotony. (Boule, P.; 1999)

Slune¢ni zafeni lze rozd¢€lit na dvé €asti, a to na slunecni zatfeni ptimé a rozptylené
(diftzni). Pfimé slune¢ni zafeni ptichazi do oka pozorovatele ze Slunce a vzhledem
k velké vzdalenosti Zemé od Slunce tvofi svazek prakticky rovnobéZznych paprsku.
Rozptylené slune¢ni zafeni vznika néasledkem rozptylu piimych slune¢nich paprskii na
molekulach plynnych slozek vzduchu, na vodnich kapickéach, ledovych krystalcich a na
nejriznéjSich aerosolovych cCasticich vyskytujicich se v zemském ovzdusi. (Bednéf, J.;
1989)

Slune¢ni zafeni je elektromagnetické vinéni o spektru vinovych délek, které se

obvykle d¢€li na tfi hlavni ¢asti, a podle toho rozliSujeme:

4. Ultrafialové slunecni zafeni s vlnovymi délkami menSimi nez 390 nm,
které pted vstupem do zemské atmosféry tvoii asi 7 % energie celkového
elektromagnetického slunecniho zafeni a jez je ze znacné Casti

absorbovano atmosférickym ozoénem ve stratosfére.

5. Viditelné slune¢ni zafeni s vlnovymi délkami od 390 nm do 760 nm
vytvarejici spektrum barev od fialové po Cervenou (asi 48 % energie
celkového elektromagnetického slune¢niho zafeni pted vstupem do
atmosféry). Tvoii asi 45 % dopadajiciho zareni, pfi¢emz jeho podil je vyssi

pti zatazené obloze (mtize dosahnout az 60 %). (www.wikipedia.cz)

6. Infraervené slunecni zareni, které ma vlnové délky vétsi nez 760 nm
apfed vstupem do atmosféry tvoii pfiblizné 45 % z toku energie

slune¢niho zareni. (Tverskoj, P. N.; 1955)
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Energie UV zéfeni a viditelného svétla je absorbovana molekulami nachazejicimi
se vkizi a mize indukovat biologickou odezvu jako je spaleni ¢i fotosenzitivita.
Chromofory mohou byt endogenniho ptivodu (napi. DNA ¢i melanin) nebo exogenniho

(napf. fotosenzitizujici lé¢iva ¢i chemikalie). (Baron, E. D. a kol.; 2004)

UV zareni

Dle ucinkii na biologické systémy se konvencné d€li na pasma dlouhovinného
UVA zafeni (320 — 400 nm), stfednévinného UVB zafeni (290 — 320 nm)
a kratkovinného UVC zafeni (200 — 290 nm). Ozdén vSak absorbuje vSechno UVC
a velkou ¢ast UVB zafeni, takZe ultrafialové spektrum na Zemi je tvofeno predevSim
UVA (asi 95%) a malou casti UVB zareni. UVB penetruje pouze do vrchni vrstvy
dermis a primarné zpusobuje erytém nebo spaleni. UVA je schopno pienosu pies tabuli
skla a dostava se hloubéji do kiize (hlubsi vrstvy epidermis a dermis), protoze delsi

vlnové délky UV A se tolik nerozptyluji jako kratsi UVB. (Baron, E. D. a kol.; 2004)

Expozice UV zaieni vyvolava fadu nezddoucich ucinki: zanéty az rakovinu kiize,
snizeni fotosyntetické aktivity rostlin, zanéty o¢ni rohovky a spojivky. (Prokes, J a kol.;
1997)

2.3.2. Mechanismus fotosenzitivity

Topické fotosenzitizéry mohou byt jak piivodem piirodni (napf. rostlinné, dehet),
tak chemické preparaty (napf. kosmetika, barvy, mléka na opalovani, insekticidy).
(Baron, E. D. a kol.; 2004)

Fototoxické uc€inky byly zaznamenidny u mnoha typt chemickych latek. Jejich
spoleénym znakem je schopnost absorbovat svételnou energii v oblasti slune¢niho
svétla. Podle prvniho zékona fotochemie (Gotthaus-Draperiv zakon) vyzaduje

fotoreakce dostatecnou absorpci svételnych kvant. (Smérnice komise 2000/33/ES)

Kdyz svétlo interaguje s fotosenzitizujici chemikalii, zvlasté se slouceninou
srezonan¢ni strukturou, tj. se stfidanim jednoduché a dvojné vazby nebo
s halogenovanymi aromatickymi kruhy, elektrony excituji do nestabilnich singletovych

¢i tripletovych stavl. Singletovy stav je prechodny a muize se dale konvertovat na
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stabiln€j$i méng-energeticky tripletovy stav, ktery se vice zapojuje do fotoreakci

Vv biologickych systémech.

Fotoaktivace chromoforti vede k excitaci elektronti ze singletového stavu do
tripletového. Kdyz se elektron tripletového stavu vraci do zakladniho, vyzafuje se
energie, ktera se muze prenést do tvorby reaktivnich kyslikovych meziproduktd
(singletovy kyslik, superperoxid, hydrogenperoxid). Tyto pak oxiduji lipidy, nukleové
kyseliny a proteiny.

VétSina makromolekul tvoticich buiiku je vnimavych vic¢i oxidativni degradaci.
Membréanovée lipidy se nejrychleji oxiduji predevsim v mistech nenasyceni. Vysledkem
jsou trhliny a roztfiSténi na krat$i mastné kyseliny a tim poruSeni buné¢né membrany.

(Baron, E. D. a kol.; 2004)

2.3.3. Fototoxicita 1éCiv

Fototoxicita je definovana jako toxicka odezva vyvolana po prvni expozici kliize
urcitym chemickym latkdm a nasledné expozici svétlu nebo podobné vyvolana

ozafenim ktize po systémovém podani chemické latky. (Smérnice komise 2000/33/ES)

Byly identifikovany tfi oddélené kroky v mechanismu vzniku fototoxicity
indukované 1é¢ivy: 1éCivo nebo aktivni metabolity musi dosahnout povrchovych bunék
ktze, svétlo vhodné vlnové délky musi proniknout kiizi, a fotony svétla musi byt
absorbovany chemikalii citlivé na svétlo. Teoreticky tato reakce nevznika béhem
prvniho vystaveni latce, ale dokud se nedosdhne dostatecné koncentrace chemikalie pti

vhodné vilnové délce.

Na rozdil od fototoxicity potfebuje fotoalergicka reakce indukéni a vyvolavajici
fazi, zasahuje mén¢ osob a neni zavisla na koncentraci agens a délce expozice. Je to
nasledek bunkami zprostiedkované hypersensitivity aktivované alergenem nebo
produkované efektem svétla na 1éCivo. Reakce je mediovana lymfocyty a je

charakterizovana jako zpoZdéna reakce hypersensitivity. (Baron, E. D. a kol.; 2004)

Fotoalergie je ziskana imunologicka reaktivita, ke které nedochazi pti prvni
aplikaci chemické latky a svétla a ktera vyzaduje indukéni dobu jeden nebo dva tydny

pted tim, nez lze reakci kiize prokazat. (Smémice komise 2000/33/ES)
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Reakce fototoxicity je v podstaté okamzitda a bézn¢ se projevuje prehnanym
spalenim vyskytujici se na exponovanych oblastech kiize. Byly diferencovany tti typy

fototoxické odpovedi:

1. Siln¢ zpozdény erytém a edém se zaatkem 8 — 24 hodin po expozici,

trvajici 2 — 4 dny charakteristicky pro furokumariny.

2. Mnohem rychlejsi, pomijivy erytém s okamzitym zacatkem (30 minut)
trvajici 1 — 2 dny. Nevyskytuje se edém, ale je patrné paleni a svédéni.

Tento typ odpovédi je spojeny s demeklocyklinem a derivaty dehtu.

3. Rychlé, piechodné mistni edémy kiize vzplanou s palivym pocitem. Tento

typ odezni rychle a je charakteristicky pro porfyriny.

Vsechny fototoxické odpovédi jsou zavislé na ddvce fotosenzitizéru a intenzité
slune¢niho svétla. Bunéény ter¢ fototoxinil zdvisi na jejich biodistribuci. Topicky
aplikované agens pravdépodobné poskodi keratinocyty, protoze se 1é¢iva koncentruji
V jejich oblasti. Oralni a parenteralni agens vice poskozuji mastocyty a endotelialni
bunikky dermis. Subcelularni cile pak zavisi na fyzikdlné chemickych vlastnostech
slouc¢enin, obzvlast na jejich liposolubilité - hydrofilni substance vice poskozuji
bunééné membrany, zatimco hydrofobni rozptylujici se do bunc¢k vice poskozuji

cytoplazmatické nebo jaderné komponenty.

Klinickym obrazem je akutni dermatitida, vazné a nepfiméfené spaleni

s erytémem, edémem a v zavaznych piipadech puchyinatym rozvojem.

Fototoxickd reakce po topickych ptipravcich je mnohem zavaznéj$i nez po

systémoveé podavanych. (Baron, E. D. a kol.; 2004)
Fototoxicka agens

Topickd agens mohou zpusobovat pfimou kozni fototoxicitu. Mezi nejCastéjsi
Cinitele fototoxicity patfi furokumariny nachazejici se kromé topickych ptipravka pro

fotochemoterapii téZ v preparatech na opaleni a parfémech, dale dehet a jeho derivaty.

-----

retinoidy, fenotiaziny, amiodaron, hypolipidemika, hypoglykemika, diuretika,
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cytostatika, antidepresiva, antianxidozni latky a latky pozivané jako potravinarska

aditiva.
Antibakterialni chemoterapeutika

Tetracykliny patfi mezi nejvice frekventované piipady fototoxické reakce
vzhedem Kk cCastosti jejich pouzivani. Demeklocyklin a doxycyklin jsou nejsilngjSimi
fotosenzitizéry, zatimco minocyklin a methacyklin vykazuji nizsi efekt kvili lepsi oralni
absorpci. Nékteré subceluldrni cile reaktivniho kysliku vznikajiciho z tetracyklinti byly

identifikovany: ribozomy, bunéénd membrana, DNA a mitochondrie.

Dalsi fototoxicka antibiotika jsou fluorochinoly, pro které jsou vice vnimavi
pacienti s Fitzpatrickovym typem pokozky I a II. Tato fototoxicita je charakterizovana
zrudnutim  pokoZky, péalenim s naslednym odloupnutim postizené pokoZzky

indukovanym vilnovymi délkami v oblasti UVA. (Baron, E. D. a kol.; 2004)
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2.4. Amoxicilin

2.4.1. Skupina penicilina

Peniciliny jsou rozd€lovany do Ctyf hlavnich kategorii dle rtzného spektra
aktivity. Pfirodni peniciliny (penicilin G a penicilin V) jsou aktivni proti mnoha gram-
pozitivnim mikroorganismiim, gram-negativnim kokim a nékterym dalSim gram-
negativnim organismim. Polosyntetické aminopeniciliny (ampicilin, amoxicilin,
bakampicilin a pivampicilin) pasobi proti penicilin-senzitivnim bakteriim stejné jako
proti Escherichia coli, Proteus mirabilis, Salmonella sp., Shigella sp. a Hemophilus
influenzae. Protistafylokokové peniciliny (kloxacilin, dikloxacilin, flukloxacilin,
meticilin, nafcilin a oxacilin) jsou aktivni proti stafylokokiim produkujicim beta-
laktamazu. Antipseudomonadové peniciliny (karbenicilin, mezlocilin, piperacilin
a tikarcilin) plisobi méné na gram-pozitivni mikroorganismy nez piirodni
a aminopeniciliny, ale o to vice jsou aktivnéjsi proti gram-negativnim bacilim vcetné

Pseudomonas aeruginosa.

Peniciliny jsou baktericidni, inhibuji syntézu bakterialni bunécné stény. Vliv
penicilint je zavisly na dosazeni tzv. proteini vazicich peniciliny (penicillin-binding
proteins — PBPs) lokalizovanych na vnitfni membrané¢ bunétné stény. PBPs jsou
enzymy, které se zapojuji v termindlnim stadiu do kompletace bakteridlni stény a jejimu
vytvarovani béhem rustu a d€leni. Peniciliny zplsobuji zeslabeni bunécné stény a tim

lyzu bunky.
Rezistence proti peniciliniim je zptisobena tfemi mechanismy:
1. zména cile ptisobeni antibiotika, PBPs;
2. 1inaktivace penicilinii enzymy bakterii (beta-laktaméazami);
3. sniZeni propustnosti antibiotika buné¢nou sténou.

Peniciliny se dostavaji do vétSiny tkdni a télnich tekutin, vcetné peritonedlni
tekutiny, ave vysokych koncentracich se nachazeji i v moci. Distribuce do
mozkomisniho moku je pouze u pacientll s meningitidou a tvoii asi 5 % koncentrace

krevni plazmy.
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Peniciliny jsou eliminovany primarné rendlné (glomerularni filtraci a tubularni

sekreci). Jaterni metabolismus vétSiny penicilini se podili na celkové eliminaci méné

nez 30 %, s vyjimkou nafcilinu a oxacilinu. Nékteré peniciliny (ampicilin, mezlocilin,

nefcilin, penicilin G, piperacilin, pivmecilinam) mohou byt vylu¢ovany ve vysokych

koncentracich zlu¢i. Asi 10 % kloxacilinu, dikloxacilinu, flukloxacilinu a oxacilinu se

znovu obnovuje v zluéi. (USP DI*)

Tabulka objastiujici vybrané aspekty farmakokinetiky jednotlivych 1éCiv ze

skupiny penicilinti (USP DI®):

Maximalni , Renalni e
Absorpce o . Jaterni limi o Distribuéni
Lécivo po p.o. K serova Vazebnostona proteiny biotransformace|® |m|rv1atv:e ( 0 objem
podéni (%) oncentrace (%) (%) nezrrrl?peneho (Likg)
(hod) 1é¢iva)
Amoxicilin 75-90 1-2 (p.o.) nizka (20) 10 60-75 0,36
Ampicilin 35-50 1?5 Eﬁ;’) nizké (20) 10 75-90 0,29
Bakampicilin | 35-50 0,5-1 (p.o.) nizka (18-20) 10 70-75 0,29
Karbenicilin 30 0,5-1 (p.o., i.m.) stiedni (50) 0-2 72?9?(?3.) 0,12
Kloxacilin 50 1-2 (p.o.) velmi vysoka (95) 20 30-60 0,11
Dikloxacilin 37-50 0,5-1 (p.0.) | velmi vysoka (95-98) 10 50-70 0,08
Flukloxacilin 30-50 1 (p.0.) velmi vysoka (94) 50-65
Meticilin 0,5-1 (i.m.) | nizka az stiedni (40) 10 60-80 0,36
Mezlocilin 0,5-1 (i.m.) |nizka az stfedni (16-42) 20-30 55-60 0,23
Nafcilin proﬂ;ﬁ;“’a’ 01521(8?71)) vysokd (90) 60-70 11-30 11
Oxacilin 30-35 [0,5-1 (p.o.,i.m.) vysoka (90-94) 45 55-60 0,4
Penicilin G 15-30 1-2 (p.o.) stiedni (60) 20 20 0,5-0,7
(p.0.) 60-90
(p-e.) 24
Benzatin
(im.)
Prokain (i.m.) 4
Penicilin V 60-73 0,5-1 (p.o.) vysoka (80) 55 20-40 0,5
Piperacilin 0,5 (i.m.) nizka (16) 20-30 60-80 0,23
Pivampicilin 35-50 1 (p.0.) nizka (20) 10 25-30
Pivmecilinam| nizka 0,5-1,5 (p.o.) nizka (5-10) 60-80
Tikarcilin 0,5-1 (i.m.) stfedni (45-60) 15 60-80 0,16

33




2.4.2. Amoxicilin
Vzorec: ClsH19N305S

HO

HzN

Ir=
43

OH

Synonyma: amoxycilin, amoxicillin, amoxicilin sodny.
Zarazeni: antibakteridlni chemoterapeutika, peniciliny, aminopeniciliny.
Molekularni hmotnost: amoxicilin 365,40 g/mol.

Rozpustnost: mirné rozpustny ve vodé a metanolu a nerozpustny

v tetrachlormetanu, chloroformu a benzenu. (DRUGDEX® Evaluations)
Rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda: 0,61 + 0,38 (Kiimmerer, K.; 2001)

Indikace: bakterialni endokarditida; usni (otitis media), nosni (sinusitis) a kréni
infekce (tonsillitis recurrens); infekce gastrointestindlniho traktu vyvolané bakterii
Helicobacter pylori; infekce kuze a mékkych tkani vyvolané Streptococcus pyogenes,
Staphylococcus aureus nebo Bacteroides species; infekce urogenitalniho traktu (napi.
cystitis, urethritis, pyelonephritis, infekce Zenského genitalu zpiisobené kmeny
Enterobacteriaceae - zvl. Escherichia coli, Staphylococcus saprofyticus nebo
Enterococcus species, a gonorrhoea) a dolnich dychacich cest, napt. akutni a chronicka
bronchitida, lobarni pneumonie a bronchopneumonie; infekce kosti a kloubti, napf.
osteomyelitis; lymeska borelioza a dal$i bakterialni infekce zplsobené citlivymi

streptokoky, E. coli, E. faecalis, P. mirabilis, H. influenzae a N. gonorrhoe. (DRUGDEX"

Evaluations)

Amoxicilin je soucasti t€chto humannich lé¢ivych prostiedki registrovanych na
uzemi Ceské republiky v riznych 1ékovych formach: Amoclen®, Amoksiklav®,
Amoxicillin-Ratiopharm®,  Amoxihexal®, ~ Augmentin®, Amoxicillin ~ Lé&iva®,
Betaklav®, Curam®, Duomox®, Enhancin®, Forcid Solutab®, Megamox®, Ospamox®. Je
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soudasti i veterinarnich 1é¢ivych piipravka: Amoxicillin Bioveta®, Amoxid®, Amoxy-
Kel®, Amoxycol®, Amoxygal®, Amoxyveto®, Aureomix®, Clamoxyl®, Codimox®,
Duphamox®, Hipramox®, Hostamox®, Microamox®, Nisamox®, Noroclav®, Octacillin®,
Rimox®, Simivet®, Suramox®, Synulox®, Trioxyl®, Uni-Amoxicilin®, Vetrimoxin®,

Veyxyl®, Xiclav®, Zoobiotic®. (MV AISLP; 2008.1)

2.4.3. Spotifeba antibakteridlnich 1é&¢iv a amoxicilinu v Ceské republice

2.4.3.1. Spotieba za rok 2005

Spotfeba antibakteridlnich 1€Civ pro systémovou terapii 12 244 127 baleni za
prumérnou cenu 2 742 720 526 K&, coz odpovida 74 555 300 spotiebovanych
definovanych dennich davek (DDD), tj. 19,9853 spotiebovanych definovanych dennich
davek na tisic obyvatel a den (DDD/t.0./d).

Na amoxicilin z toho piipada 738 234 baleni za pramérnou cenu 95 661 140 K¢,
coz odpovida 9 228 126 DDD, tj. 2,4737 DDD/t.o0./d.

Na amoxicilin s enzymovym inhibitorem pfipada 1 359 453 baleni za prumérnou

cenu 531 072 171 K&, coz odpovida 14 349 363 DDD, tj. 3,8465 DDD/t.o./d. (MV
AISLP; 2007.3)

Podil spotfebovanych baleni za rok 2005

11% oAmoxicilin

o ‘ BAmoxicilin s enzymovym
| \--._______8‘33‘1/-;_ inhibitorem
~—_N DOstatni antibakterialni

|é€iva
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Podil z priimérnych cen za rok 2005 (v Kg)

OAmoxicilin

BAmoxicilin s enzymovym
inhibitorem

OOstatni antibakterialni
lé€iva

Podil spotfebovanych DDD za rok 2005

B OAmoxicilin
A 68% BAmoxicilin s enzymovym
| T~ inhibitorem
\‘----.___ . 0OOstatni antibakterialni
l&éciva

2.4.3.2. Spotieba za rok 2006

Spotieba antibakteridlnich 1é¢iv pro systémovou terapii 11 319 372 baleni za
pramérnou cenu 2 401 955 017 K¢, coz odpovidd 67 834 694 DDD, tj. 18,1297
DDD/t.0./d.

Na amoxicilin z toho pfipada 594 228 baleni za pramérnou cenu 73 264 212 K¢,
coz odpovida 7 301 576 DDD, tj. 1,9514 DDD/t.0./d.

Na amoxicilin s enzymovym inhibitorem pfipada 1 244 009 baleni za primérnou

cenu 460 808 882 K¢, coz odpovida 12 774 417 DDD, tj. 3,4141 DDD/t.o./d. (MV
AISLP; 2007.3)
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Podil spotfebovanych baleni za rok 2006

5%

J— 11% oAmoxicilin
v >’“~
.\\ . BAmoxicilin s enzymovym
84% inhibitorem
\‘"----__q OOstatni antibakterialni
légiva

Podil z primérnych cen za rok 2006 (v K&)

e 3% oAmoxicilin
(\ o BAmoxicilin s enzymovym
| 78% inhibitorem
\“\_‘__ OOstatni antibakterialni
léciva

Podil spotfebovanych DDD za rok 2006

11% OAmoxicilin

BAmMoXicilin s enzymovym
inhibitorem

OQstatni antibakterialni
l&éciva
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2.4.4. Ekotoxikologické testy na amoxicilinu

Dle skupiny okolo Andreozziho mohou byt abiotické podminky — hydrolyza
a pfima fotolyza — odpovédné za transformaci a odstranéni amoxicilinu z vodného
prostiedi, zvlasteé ve slabé bazickém prostfedi. Mnozstvi vzniklého produktu pifimou
fotolyzou za katalyzy slunecniho zéfeni bylo vypocteno na zaklad¢ kinetické konstanty
a polocasu rozpadu. Jejich experimenty s neptimou fotolyzou v pfitomnosti ptirozenych
fotosenzitizérti (dusicnanové ionty a huminové kyseliny) ukazaly, ze dusi¢nanové ionty
nemély Zadny vliv na rychlost fotodegradace amoxicilinu, zatimco huminové kyseliny
byly toho schopné. Rasové biologické zkousky ukézaly, Ze v rozsahu koncentraci od 50
ng/l do 50 mg/l neni amoxicilin toxicky vii¢i eukaryotickym organismim, jako jsou fasy
z ¢eledi Chlorophyceae Pseudokirkneriella subcapitata a Closterium ehrenbergii
a Bacillariophyceae Cyclotella meneghiniana, ale ukazal zna¢nou toxicitu vuci

Cyanophyta Synechococcus leopolensis. (Andreozzi, R. a kol.; 2004)

Nathason a kol. zkoumal potencidlni nepfiznivy efekt na vyvoj ledvin
laboratorniho potkana. Hodnotili efekty na mlad’ata po piijmu amoxicilinu biezi samici.
Bfezi laboratorni potkani byli vystaveni dennim davkam 100 mg/kg po dobu péti dnt,
ve kterych probihala pocatecni renalni organogeneze. U mladych zvifat exponovanych
amoxicilinem in utero byla prezentovana mirna oligonefronie a tubularni retencni cysta,

coz se ukézalo jako Skodlivé. (Nathason, S. a kol.; 2000)

Rasova toxicita amoxicilinu pfi chovu ryb byla studovana skupinou okolo
Lutzhofta. Efekty na inhibici ristu byly modifikovany na zakladé procesii popsanych
v protokolu 1SO 8692 z roku 1989 na tfech fasach. Rasovy riist byl méfen pomoci
vzrustajici koncentrace chlorofylu po extrakci ethanolem s ndslednym méfenim
fluorescence. U sladkovodni Microcystis aeruginosa byla zjisténa hodnota toxicity ECsg
pro amoxicilin 0,0037 mg/l, pro mofskou fasu Rhodomonas salina byla 3108 mg/l a pro
sladkovodni zelenou fasu Selenastrum capricornutum byla zjisténa hodnota NOEC vétsi
nez 250 mg/l. (Lutzhoft, H. a kol.; 1999)

Dle Adlera se beta-laktamy v pfirod¢ nachazeji zfidka, pravdépodobné kvuli

rychlé degradaci chemicky nestabilniho laktamového kruhu.

Jjemba se vyjadril, Ze negativni dopad terapeutickych sloucenin na rostliny byl ve
vétsing piipadii ur€en na zéklad¢ in vitro experimentl v takovych koncentracich, které

se s nejvetsi pravdépodobnosti nevyskytnou v polni pidé.
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Negativni dopad kontaminovaného hnoje na puidu je vice spojen s dusi¢nany
atézkymi kovy nez s antibiotiky. Po hnojeni zahrddek mrvou z dobytcich chovi
chovanych pro mléko se zjistila rezistence ptidnich mikroorganismi s frekvenci 70 %

proti ampicilinu, penicilinu, tetracyklinu a vankomycinu. (Séren, T.-B.; 2003)

Ve Velké Britanii, kde amoxicilin patii mezi 10 nejcastéji pfedepisovanych 1éc¢iv,
skupina okolo Pascoea testovala akutni a chronickou toxicitu na Zahavci nezmaru
obecném (Hydra vulgaris). Po sedmi dnech expozice nebyl pozorovan zadny efekt az
do koncentrace 1,0 mg/l a po 17 dnech nebylo neptiznivé ovlivnéno krmeni a ani tvorba

pupentl. (Pascoe, D.; 2003)

Skupina okolo Radky Alexy zkoumala biologickou odbouratelnost 17 antibiotik.
Test kombinoval Zahn - Wellensiv test (OECD 302 B) a test vyvoje CO, (OECD 301
B). Kombinace téchto testd byl vhodny nastroj hodnotici chovani chemikalii v jednom
testu. Pouze amoxicilin, imipenem a nystatin ukazoval spolehlivou uplnou biodegradaci
jen v nékolika paralelnich bankach a mohly tak byt povazovany za c¢asteéné

odbouratelné s tvorbou stabilnich metabolitti. (Alexy, R.; 2007)
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2.5. Testované organismy

2.5.1. Artemia salina, L.

Taxonomické zarazeni

Kmen: Arthropoda ( Clenovci)

Kmen ¢lenovcei je nejpocetnéjsi skupina organismil s vysokym stupném télesné
organizace. T¢€lo je sloZzeno z n€kolika segmenttl, ¢lankované jsou rovnéz koncletiny,

kryté chitinem. (Rihova Ambrozov4, J.; 2007)
Podkmen: Crustacea (Korysi)

Zahrnuji milimetrové az nékolik desitek centimetrli velké, pifevazné vodni

¢lenovce. T¢lo i koncetiny maji ¢lankované. Pocet ¢lankt je proménlivy (10 — 50).

Jsou to ptevazné vodni ¢lenovcei, velmi malo druhii je suchozemskych, ale 1 tyto
preferuji vysokou vzdusnou vlhkost. Clankované télo je ¢lendno na oddily (tagmata):
hlava, hrud’ a zade¢ek. Casto dochazi ke sriistu nékolika hrudnich ¢lankd s hlavovym
oddilem za vzniku hlavohrudi. U starobylych forem je ¢lenéni téla na hlavu a trup
(truncus). T¢lo je kryté kutikulou, kterd miize byt siln¢ inkrustovana uhli¢itanem

vapenatym a vytvaret tak krunyft.

Koncetiny jsou bud jednovétevné a slouzi pak obvykle k lezeni nebo jsou
rozeklané, dvouvétevné (birdmni) — ty slouzi vétSinou k plavani, ptfihanéni a filtraci

potravy, dychani a;.

Hlava je zakon€ena akronem (prvni télni ¢lanek, ktery je bez koncetin) a dalSimi
peti ¢lanky nesouci organy koncetinového ptivodu: antenuly a anteny (tykadla prvniho
a druhého paru), mandibuly (kusadla) a dva pary maxil (Celisti). Hrud’ je z rtizného
poctu cClankii, koncetiny na prvnich tfech c¢lancich jsou casto modifikovany
v maxilipedy (€elistni nozky). Ostatni hrudni konetiny maji bézné pohybovou funkci,
mohou také slouzit k dychani, filtraci potravy nebo k rozmnoZovéani. Posledni télni

clanek je bez koncetin a byva v ném fitni otvor. (Sedlak, E.; 2003)

Tréavici soustava je trubicovita, rizné diferencovand. Dychacimi organy jsou Zabry
ve formé¢ epipoditovych piivéski na koncetindich. Cévni soustava je oteviend

s dominujici dorzalni cévou. Vylu€ovacimi organy jsou modifikovand metanefridia bud’
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u baze druhého péru celisti — maxilarni Zlazy, nebo u druhé¢ho paru tykadel — antenalni
zlazy. Nervovd soustava je u nizSich tfid korySi tvofena parovitymi ganglii
Vv jednotlivych télnich ¢lancich téla, ptiCemz prvni je nejvetsi. U rakoveld dochazi ke
splyvani ganglii v hlavé s vytvofenim mozkového ganglia déleného na tii ¢asti. Jako
smyslové organy mohou byt vytvofeny rizné mechanoreceptory umisténé nejcastéji na

tykadlech. (Sedlék, E.; 2003) Dychaji zabrami. (Rihova Ambrozova, J.; 2007)

Korysi jsou vétSinou gonochoristi, nékdy je pfitomna parthenogenese. Pohlavni
zlazy jsou péarovité a maji parovité vyvody. U nizSich tfid je vyrazny pohlavni
dimorfismus — samci byvaji mensi. Vyvoj je pfimy nebo pies larvalni stadium. Typu

larev je mnoho, ale zékladnimi typy jsou nauplius a zoea. (Sedlék, E.; 2003)

Korysi jsou vazani na vodu nebo alesponi na vlhké prostiedi. VétSina z nich zije
v motich. Objevuji se ve vSech hloubkich. VétSinou 7Ziji benticky, néktefi se
pfizplsobili planktonickému nebo nektonnimu zplsobu Zivota. Mnozi korysi jsou

filtratoti, nékteti jsou dravci nebo paraziti.
Ttida: Branchiopoda (LupenonoZci)

Drobni korysi, pfevazné sladkovodni. Hrudni nozky jsou lupenité, nesou zabry
a slouzi také k filtraci potravy a Casto 1 jako pohybové organy. Antenuly jsou zakrnéné,
celistni nozky nejsou vytvofeny. Zadecek je cely bez koncetin, na jeho poslednim
¢lanku byva bézné par privéskt (furka). (Sedlik, E.; 2003)

Télo neni pokryto zadovym Stitem, ani dvouchlopfiovou schrankou. (Rihova

Ambrozova, J.; 2007)
Rad: Anostraca (Zabronotky)

Anostraca maji télo dlouze protahlé a ze stran smacknuté. Té€lo je tvotfeno hlavou,
11 hrudnimi ¢lanky a 9 zadeckovymi ¢lanky s furkou (ploutvovité lupinky). Hrudni
koncetiny nesou po 1 paru listovitych nozek, antenuly jsou bi¢ikovité. (Rihova Ambrozova,
J.; 2007)

Maji jantarové zbarvené télo je bez krunyie, délky asi do dvou centimetri. Na
hlavé jsou sloZené o€i na stopkach, mezi nimi je jednoduché naupliové ocko. Hrudni
nozky slouzi k plavani, dychani i k filtraci potravy. Zabronozky plavou v typické poloze
otocené hibetem dold, vyjimecné pii vifeni a filtraci sedimentu se pretaceji. Anteny
sameckl jsou zvétSené, hakovité, druhové specifické a slouzi k pfichyceni na samici pii

kopulaci (tzv. objimavé koncetiny).
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Larvarnim stadiem je nauplius, ktery méa jedno naupliové ocko, prvni tii pary
télnich koncetin, ovalny tvar téla. Béhem ristu a svlékdni se nauplius méni

vV metanaupliova stadia nebo kopepoditovou ¢i cyprisovou larvu.

Celkem je znamo ptes 180 druhti zabronozek, z nichz na nasem uzemi bylo

zjisténo pet druht. (Sedlék, E.; 2003)
Druh: Artemia salina, L. (Zdbronoska solnd)

Artemia salina je kosmopolitnim druhem slanych vnitrozemskych vod (saliny).
Bézné se vyskytuje v pobieznich slanych jezerech Rumunska a Floridy, zndma je
rovn€z z Némecka a stepnich oblasti Ruska. Je euryhalinni. Jejimi nauplii jsou krmeny

potéry akvarijnich ryb. (Sedlék, E.; 2003)

Dortstéd 12-18 mm a zije az 4 mésice. Na hlavé ma nec¢lankovana nitkovita tykadla
prvniho paru a mohutna tykadla druhého paru, kterd maji u samcii tvar dvouclankovych
klesti (u samic jsou drobnd a méné¢ napadna). Tykadla samct slouzi k pfidrzovani
samicky pti kopulaci. Z jejich zakladniho ¢lanku Casto vyristaji rizné charakteristické
vyrustky, jez slouzi jako dobré determina¢ni znaky. Na prednim okraji hlavy se mezi
tykadly nékdy nachazi neparovy ¢elni vyristek. Na spodni stran¢ hlavy je Gstni ustroji.
Na cele jedno neparové naupliové ocko, na bocich hlavy se nalézaji velké stopkaté
slozené oc¢i. Hrud se skladd z jedenacti clanki, z nichz kazdy nese ventrdlné¢ par
listovych plovacich nozek. Zadecek se sklada z deviti ¢lankl; prvni dva ¢lanky jsou
spolu viceméng srostlé, nesou pohlavni organy. U samic byva v téchto mistech upevnén

napadné zbarveny vak s vajicky. (Kogi, V. a kol; 2001b)

Vylihly nauplius a nauplius (foto: www.captain.at/artemia/)
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2.5.2. Brachionus calyciflorus

Taxonomické zarazeni

Kmen: Rotifera (Viinici)

Vitnici jsou mikroskopicti bilateralné symetricti zivocCichové. Patii mezi drobné
mikroskopické zivo€ichy obyvajici pfevazné vodni biotopy. Najdou se vsak mezi nimi
I druhy zijici v mechu, ptdé nebo dokonce ve vlhkém opadu tropického lesa. Z celkem
asi 2000 popsanych druhti vifnikd jsou pouze dva z nich soucasti planktonu volného

oceanu a dalsich asi 50 druhti je povazovano za striktné¢ motské.

Délka jejich nesegmentovaného téla se pohybuje mezi 40 a 2000 pm. Kolonie
nékterych druhit mohou mit velikost az 5 mm. Segmentace je pouze vné¢j$i (neprava).
T¢lo se obvykle sestava ze tfi zdkladnich ¢asti — hlavy, trupu a nohy. Muze se dale
vyClenovat 1 krk, ktery je vidén jako zfetelné a riizn€¢ dlouhé ztzeni téla mezi hlavou

a trupem.

Hlavova cast je opatfena vyraznou koronou (vifivym ustrojim) slouzicim
k pohybu a ziskavani potravy. Vitivy aparat, ktery mize byt u jednotlivych druhd rizné
modifikovan, tvofi tii zakladni oblasti — apikalni, cirkumapikalni (okruzni pas brv)

a priustni pole.

T¢lo virniki pokryva syncytidlni integument — jednovrstevna pokozka se
splynulymi buiikami, tzv. syncitiem (soubunnim). Pocet jader u jednotlivych druhi
vifnikl je staly. Pokozka na povrchu formuje rtizn€ silnou kutikulu, ktera mize vytvaret
loriku (krunyt), podle které je mozné jednotlivé druhy identifikovat. K produktim
integumentu patii i jiné struktury, napiiklad ploutvicky u rodu Polyarthra, které slouzi
Kk uskakovani od pfipadného predatora. Kromé loriky mize byt télo vifnika kryto
i nejriznéj$imi rosolovymi obaly. Vertikaln€ nebo Castéji terminalné vybiha z téla noha
s prsty. Pocet prsti mize byt od zddného po CEtyfi. Do nohy usti u mnoha viinikl

cementova (lepova) zlaza. (www.rotifera.cz)

Morfologicka variabilita vifnikli se da rozdélit do nékolika zékladnich skupin
ptipadl: cyklomorfézy, potravniho polymorfismu a predatorem indukovaného
polymorfismu. Pojmem cyklomorfoza se oznaduji zmény tvaru té€la béhem roku jako
adaptace na meénici se abiotické (zmény viskozity vody apod.) nebo biotické (predace

apod.) podminky prostiedi. Projevuje se zménami ve velikosti téla, v pigmentaci
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a modifikacemi povrchovych struktur. Cyklomorféza byva napadnd zejména u druhti
spevnou schrankou. Potravni polymorfismus vykazuji ptredev§im druhy rodu
Asplanchna. Jedna se o reakci na produkty primarnich producentd — napf. vitaminu E,
po jehoz plsobeni se rodi potomci ve tvaru kiize (tzv. kruciformni tvar). Nejcastéji
zminovanym piikladem morfologické variability u vifniki je predatorem indukovany
polymorfismus u rodu Brachionus. Predator pusobi latkami nejriznéj$i chemické
povahy (tzv. kairomony) na populaci kofisti, kterd v dal§ich generacich vytvari

potomstvo hiife dostupné pro predatora.

~_ 1

Travici soustava virnikl, kterd je u jednotlivych druhti rizné modifikovana, se
obecné sklada z Gstniho otvoru, hltanu, mastaxu (Zvykadla s kousacim ustrojim), kam
usti slinné zlazy, déale jicnu, zaludku, stfeva a fitniho otvoru. Mastax je dilezitym
taxonomickym znakem (Casto pomaha s determinaci az do druhové trovné) a sestava se
ze dvou casti — kladivka (maleus) a kovadlinky (incus). Soustava kon¢i kloakou, do
které usti 1 vejcovody a protonefridie. U samct travici soustava v drtivé veétSing piipadi

chybi nebo je velmi zakrnéla.

Viinici maji oba zakladni typy svali — hladké i pfi¢né pruhované. Pruhy jsou
jednoduché avedou télem longitudialné nebo cirkularné. Diky svalim byvaji
kontrolovany riizné vybeézky téla, stéty i ploutvicky, které slouzi k iniku od predatora.

Pohybuji se po Sroubovici diky ¢innosti vifivového organu nebo provadi ndhlé skoky.

Centralni nervovou soustavu tvofi mozkova uzlina. Z ni a nékolika dalSich
mensich ganglii vybihaji nervy k nejriznéjSim organim. Vyskytuje se i retrocerebralni

organ, jehoz funkce zatim neni zcela znama.

VyluCovani se déje protonefridiemi (plaménkovymi bunkami) ptitomnymi

V poctech 4-6 po stranach téla. (www.rotifera.cz)
Dychaji celym povrchem téla. (Ambrozova, J.; 2002)

U vétSiny druhli zndme samce a rozmnoZovani probihd cyklickou partenogenezi
(heterogonicky). Heterogonie spociva v opakovani amiktické a miktické faze. Samici
gonada se sklada z vaje¢niku a syncitidlniho vitelaria, které produkuje Zloutek. Vaje¢nik
1 vitelarium obklopuje folikularni vrstva. Mali samci nesouci asi 50 spermii ziji ¢asto
jen par dni nebo maximalné tyden. VétSina viinikl je oviparnich. Néktefi nosi vajicka

na téle, jini je pfipeviiuji k substratu nebo je vypoustéji do vody a vajicka se stavaji
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soucasti planktonu. Existuji i druhy ovoviparni, tzn. zadrzujici embrya v téle do doby,

nez se z nich stane novy vitnik.

Dutlezitou roli hraji v pfirozenych procesech samocisténi a ¢iSténi odpadnich vod.
Vitnici se vyuzivaji i jako zkuSebni material v ekotoxikologickych biotestech. Ve svéteé

ma velkou tradici i masovy chov vifnika v akvakulturach. (www.rotifera.cz)

Ttida: Monogononta (Tocivky)

cey

Jedna se o nejvétsi skupinu viinikt Zijicich benticky, pfisedle nebo planktonnim
zpusobem zZivota. Pohlavni zl4za je vZdy neparova a produkovani jsou i samecci.

Rad: Ploima (Krunyienky)

Tato skupina dnes obsahuje celkem 21 celedi zahrnujicich 3/4 druhové diverzity

vifniki. (www.rotifera.cz)

Noha ma dva prsty s lepovymi zlazkami. Neptisedaji a neziji v pouzdrech. (Rihova
Ambrozova, J.; 2007)

Celed”: Brachionidae

Krunyt, ktery kryje jen trup, je souvisly bez postrannich podélnych stérbin. Noha
je husté krouzkovana, ¢lankovana ¢i chybi. Dva prsty nejsou napadné velké. (Rihova

Ambrozova, J; 2007)

Druh: Brachionus calyciflorus

Lorika je hladka a prahledna, jevi se jako jeden celek. Délka téla je 180 — 570 um

a Sitka 124 — 300 um. Hlavni potravu tvoii Chlorella pyrenoidosa a bakterie.
Nohu, kterd je husté krouzkovand, ma vzdy vyvinutou se dvéma prsty. Na zadnim
okraji krunyie je pii zastrceni nohy vidét vyfez pro vystup nohy. (Ambrozova, J.; 2002)

Jednim z morfologickych znaki, které rozliSuji jednotlivé vifniky, je predatorem
indukovany polymorfismus. Ten se projevuje tim, Ze v ptfitomnosti kairomonu rodu
Asplanchna sp. tvoii dlouhé ohebné ostny znemoziujici predatorovi snadné uloveni

kofisti. (www.rotifera.cz)
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Brachionus calyciflorus (foto: An Image-Based Key To The Zooplankton Of The Northeast,
2008)

2.5.3. Sinapis alba, L.

Taxonomické zarazeni
Ttida: Rosopsida (Vyssi dvoudéloiné rostliny)
Rad: Capparales (Brukvotvaré)

Stromy, kefe, nejcastéji byliny obsahuji myrosinové buiikky a bunky bohaté na
proteiny. Déle obsahuji sirné glukosinolaty, protoalkaloidy, kyanogenni glykosidy,
brassicasteroidy, mastné kyseliny (erukova, olejova, linolova), sinapovou a ferulovou

kyselinu, kardioaktivni glykosidy, barvivo anthokyanového ptivodu — rubobrassicin.

Celed: Brassicaceae (Brukvovité)

Jsou to jednoleté az vytrvalé byliny, ziidka ketiky, s jednoduchymi nebo
vétvenymi trichomy chlupaté, zlaznaté nebo lysé. Listy maji stiidavé nebo pouze
pfizemni, jednoduché celistvé nebo do rizného stupné clenéné az slozené, bez palistl;

myrosinové buiiky jsou v mezofylu nebo pfi cévnich svazcich.

Kvétenstvi je hroznovité, Casto skladajici slozené latovité kvétenstvi, za plodu se
prodluzujici, bez listéncli, s listeny nebo bez nich. Kvéty jsou oboupohlavné,
bisymetrické (zfidka slabé soumérné), zpravidla dvouobalné se 4 kalisSnimi a 4
korunnimi listky (zfidka pouze s kaliSnimi listky); ty€inek je 6 (z nich 2 kratsi), zfidka
4 nebo 2, nebo naopak az 10, pylova zrna jsou trikolpatni; pfi bazi ty€inek a pestiku se
nachazi duznata a Zivé zelend nektaria rizného tvaru; gyneceum je parakarpni z 2

plodolistti s druhotnou prehradkou placentdrniho ptivodu; semenik je svrchni s vétSim
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poctem (n¢kdy redukci az 2) pti€nych nebo obracenych dvouobalnych vajicek,
placentace je nasténnd; blizna je ptisedld nebo na ¢nélce, jednoducha nebo ve 2 laloky

rozeklana.

Plod je suchy, nejCastéji pukavy 2 chlopnémi s blanitou piehradkou (Sesule,
SeSulka) nebo téz poltivy ve 2 nebo vice dili nebo nepukavy. Semena maji hladké,
sitované nebo dilkované osemeni, které pii navlhc¢eni nékdy slizovati, bez endospermu;
zarodek je zaktiveny, s délohami k sobé pfitisklymi a kotfinkem ptilehlym k jejich bo¢ni
stran¢ (zarodek, klicek bokokofenny) ¢i Kk hibetni strané jedné z d€loh (klicek
hibetokofenny) ¢i z hibetni strany do ohybu zlabkovité¢ prohnutych déloh (klicek

zlabkod¢€loZzny) nebo s délohami spiraln€ stocenymi (kli¢ek svinutodélozny).

Existuje asi 380 rodi (3 200 druhi), rozsifenych témét po celém svéte, hlavné

V mirném pasmu severni polokoule, v tropech ptfevazné v horach. (Jahodat, L.; 2006)

Druh: Sinapis alba, L. (Hoi*¢ice bila)

Hoft¢ice bila, Sinapis alba, je to jednoleta, ¢asné jarni rostlina — olejnina. V pudé
setrvava tenkym vietenovitym kofenem. Lodyhu ma vzpfimenou, roztrouSené
chlupatou, az 150 cm vysokou s listy jasné zelené barvy. Kvéty jsou oboupohlavné
Ctyf¢etné s chlupatymi stopkami. Zpocatku jsou sestaveny v klubkaté kvétenstvi,

pozdéji v protahlé hrozny, kde jednotlivé kvéty kvetou odspoda.
Plody jsou odstal¢, bile stétinaté Sesule.

Semeno rostliny je na brukvovité rostliny pomérné¢ velké, je Zluté nebo bélave
zluté kulovitého tvaru. Dosahuje praméru 1,5 - 4 mm. Po vykli¢eni vyriasta jednoduchy
kofen s hypokotylem. Pozdé&ji je kulovity a bohaté rozvétveny. Rostliné se nejlépe dati
na stfedné hlinitych nebo hlinitopis¢itych ptudach, dobte hnojenych, s dostatkem

vapniku a s neutralni az mirn¢ alkalickou piidni reakci. (Ko¢i, V.; 2001a)

Vyzaduje dostatek vlahy. Nizké naroky na pidu a klimatické podminky. Daii se ji
Vv chladnéjSich a vyssich oblastech. (Skladanka, J.; 2006)

Pé&stuje se predevSim pro semeno, ze kterého se vyrabéji dopliky jidel (hoicice
a kofeni). Olej, ktery obsahuje semeno az z 35 %, je vyuZivadn v potravinarském
primyslu i pro technické ucely na vyrobu mydel, ve farmaceutickém (semena poskytuji
glukosinolat sinalbin a vyuZzivaji se jako emetikum a rubefaciens) a kosmetickém

primyslu. Patfi zaroveit mezi krmné plodiny. (Kogi, V.; 2001a)
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Semena hoi¢ice bilé (foto: Skladanka, J.; 2006)

Kvétenstvi hoicice bilé (foto: Opletal, L.; www.faf.cuni.cz/daidalea)

2.5.4. Tubifex tubifex

Taxonomické zarazeni

Kmen: Annelida (KrouZkovci)

T¢lo krouzkovceil je zpravidla homonomné segmentovano, ma ale vice odliSny
prvni télni ¢lanek (prostomium) a jeden nebo nékolik srostlych clankd na zadi
V kazdém segmentu je coelomova dutina, obvykle ve tvaru parovitych vacka. Stény
coelomovych vacka jsou tvofeny mesodermalnim epitelem, dutiny jsou naplnény
tekutinou obsahujici zasobni latky, odpadni produkty i volné pohyblivé buiiky.
V mistech svého styku vytvafeji vacky dvouvrstevné mesenterium, na némZz jsou
fixovany nckteré vnitini organy (napf. travici trakt a cévni soustava) nebo tyto zavésy
mohou chybét, tvofit pfepazky ¢i vytvofit soustavu chodeb. Funkci coelomu je
vytvareni opory (hydroskeletu) pro svalovinu, ktera jej obklopuje, doplnéni nebo

u n€kterych krouzkovci i nahrazeni cévni soustavy.

Télni pokryv je tvofen jednovrstevnym pokoZkovym epitelem, ktery obsahuje

zlaznaté bunky a je kryt kutikulou. Derivaty pokozky jsou kutikularni stétiny. Pod
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pokozkou je vrstva okruzni a podélné svaloviny, doplnéna nékterymi specializovanymi

svaly.

Tréavici soustava je uplna, dosti diferencovana na jednotlivé typické oddily. Usta
jsou na druhém télnim ¢lanku, fitni otvor na pygidiu. Travici soustava muze byt
doplnéna nékterymi (napf. vapennymi) zlazami. U mnoha krouzkovct se z peritonea
obklopujiciho stfevo diferencuje zvlastni chloragogenni tkan, jejiz bunky maji

depozi¢ni a exkre¢ni funkci.

Cévni soustava je uzaviend. V nejjednodussim ptipad€ je vytvofena ze hibetni
cévy (pulzujici odzadu doptedu), btisni cévy a obloukovitych spojek. Toto zakladni
sloZeni byva jesté doplnéno dalS§imi cévami. Dychani se d€je pokozkou se siti vlasecnic
nebo Zabrami.

VyluCovacimi organy jsou u larev jeSté¢ protonefridia, u dospélcii potom
metanefridia. Nekteré primitivn€j§i skupiny krouZkovcl maji vylu€ovaci organy
vytvofené ze shluku zvlastnich plaménkovych bunék — solenocytii. V n€kterych télnich

¢lancich slouzi metanefridia ¢aste¢né, nebo zcela jako pohlavni vyvody — gonodukty.

Nervova soustava je tvofena velkym parovitym nadhltanovym gangliem a dale
soustavou parovitych ganglii, umisténych v jednotlivych ¢lancich pod travicim traktem.
Ganglia jsou navzajem spojena komisurami a konektivy a vybihaji z nich nervy do
dalSich casti téla. Ze smyslovych orgdni se u krouzkovci vyskytuji hlavné

chemoreceptory, taktilni smyslové organy, statocysty a jednoduché oci.

Krouzkovci jsou prevazné hermafroditi. U moiskych se vyskytuje larva — obrvena
plovouci trochofora. U krouzkovct je casté nepohlavni paratomické a architomické

déleni, bézna je regenerace. (Sedlék, E.; 2003)

Ttida: Polychaeta (Mnohostétinatci)

VétSinou moisti zivo€ichové majici na télnich ¢lancich péarovité vybézky —
parapodia nesouci svazecky Stétin, smyslové vyristky (cirri) a Casto také zabry. Larvou
je typicka trochofora. Ttida je rozdélena na 17 — 23 tadu, které je mozné uméle délit dle
zpiisobu zivota a charakteristickych znakt do dvou vyraznych skupin.

Skupina fadl, oznacovand jako ,.erantni mnohoStétinatci®, zahrnuje volné Zijici
dravé druhy s dobie vyvinutym prostomiem nesoucim tykadla a o€i, s vyraznymi

kutikularnimi kusadly v tstech a parapodiemi ve funkci pohybovych orgéni.
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Tzv. ,sedentdrni mnohostétinatci zahrnuji malo pohyblivé druhy Zijici
v chodbic¢kach v bahné nebo ve vyloucenych vapenitych ¢i organickych rourkach. Jejich
parapodia jsou pfeménéna v prichycovaci organy nebo v zabry. Na pfidi maji Casto
tykadlovité vyristky k zachycovani mikroskopické potravy. Jiné druhy, zijici
v chodbickach v bahné, se Zivi organickymi ¢asticemi z tohoto substratu. (Sedlak, E.;
2003)

Podttida: Oligochaeta (Malostétinatci)

Malostétinatci maji stejnocennou, tj. homonomni segmentaci téla, pocet ¢lanku je

rizny. (Rihova Ambrozova, J.; 2007)

Na télnich ¢lancich jsou obvykle nespocetné §tétiny ve Ctyfech svazeccich. Opasek
se vytvari v dospélosti a pretrvava i nadale. Mesenteria nemusi byt zcela vytvotrena,

takze v kazdém ¢lanku je potom pouze jeden coelomovy vacek.

Travici soustava mize byt diferencovana na usta, hltan, jicen, zlaznaty zaludek,
zvykaci zaludek, stfevo a fitni otvor. Pro cévni soustavu je typicka pfitomnost tzv.
pomocnych (auxilarnich) srdei vytvoienych z obloukovitych postrannich cév v predni
casti téla.

Malostétinatci jsou vétsinou hermafroditi.

Z naseho uzemi je udavano pies 170 druhd. (Sedlik, E.; 2003)

cey

Dle vyskytu v ptirod¢ lze rozlisit dvé skupiny madlostétinatcti: druhy Zijici na

cey

rostlinach a Zivici se narosty a druhy Zijici na povrchu dna a v bahné. (Rihova Ambrozova,

3.; 2007)

Rad: Plesiopora (Niténkovci)

Maji jeden par testes s vyvody v nasledujicim ¢lanku a jeden par ovarii. T¢lo je
tenké, malych rozmérti. Casta je architomie a paratomie.

Druh: Tubifex tubifex (Niténka obecna)

Niténka obecnd zije v bahné¢ pomalu tekoucich vod, kde mize snaset i znacny
kyslikovy deficit. Jeji pfid’ je zasunutd do substratu, t€lo nad dnem je ¢aste€né ukryté

Vv bahnité trubicce, volna zad’ vykondva vinivé dychaci pohyby. (Sedlék, E.; 2003)
Télo je Gervené az hnédé, delsi nez 2 cm. (Rihova Ambrozova, J.; 2007)

Je to bézné krmivo pro akvarijni ryby.
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Tubifex tubifex - niténka obecna (foto: Antousek, Ivo: BioLib.cz, 2005)
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3. Experimentalni ¢ast
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3.1. Testované organismy

Cysty zabronoZky solné Artemia salina,L.

Cysty, které pro experimenty pouzivame, dodava na nas trh némecka firma JBL
(Novo-Temia, Artemia Eggs). Lihnivost cyst je dodavatelem garantovana po dobu dvou
let.

MiZeme je zakoupit v béZnych akvaristickych obchodech. Jsou prodavany
vV neprodySnych saccich nebo konzervach. Po otevieni musime zajistit uchovani bez

ptistupu vzdusné vlhkosti a svétla.

Vajicka uchovavame v lednici pii 5°C. Uzavieme je do sklenéné lahve, kterou
umistime do exsikatoru. Jako hygroskopickou napln v tomto piipadé pouzZijeme oxid

fosfore¢ny (P20s).

Cysty vifnika Brachionus calyciflorus

Cysty jsou soucasti baleni Rotoxkitu F a Rotoxkitu F Chronic, které¢ dodava
belgicky vyrobce MicroBioTests Inc.

Malé plastové nadobky s cystami Brachionus calyciflorus uchovavame v chladu

a temnu pii 5°C k zajisténi maximalni lihnivosti.

Semena hoi¢ice bilé Sinapis alba

Testovacim organismem jsou semena hoicice bilé s klicivosti minimalné 90 %,

sttedni velikosti (1,5 — 2,5 mm), okrové Zluta.

Semena, kterd pro experimenty pouZzivame, jsou zakoupeny od firmy OSEVA

UNI, a.s. (Horcice bila Zlata, generace C1) zabyvajici se prodejem osiv zemédélcim.

Semena uchovavame v suchu a temnu pii 20°C. Po otevieni musime zajistit

uchovani bez ptistupu vlhkosti a svétla.
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Niténka obecna Tubifex tubifex

Testovacim organismem je niténka obecna Tubifex tubifex o ptiblizné velikosti
nejlépe 10 — 20 milimetrd.

Zivogichy, které pii testech pouzivame, zakoupime v potiebach pro akvaristy, kde
jsou k dostani jako bézné krmivo pro rybicky.

Skladujeme je v provzdusinovaném akvariu s 8 cm sladké vody o pH 7,5+ 0,1 a 6
cm silnou vrstvou pisku pfi teploté 20 = 2°C, kdy se jim nejlépe dati. Zachovavame

svételny reZim den: noc 10:14 hodin. Krmime je pivovarskymi kvasnicemi.
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3.2. Chemikalie, pomiuicky a zaiizeni

3.2.1. Pouzité chemické latky

3.2.1.1. Pouzita léciva

Augmentin® 625 mg - drzitel rozhodnuti o registraci: Smithkline Beecham

Pharmaceuticals, Brentford, Velka Britanie
- baleni: POR POR TBL FLM 21X625MG+SACEK

- ATC skupina: JO1CR02

- u¢inna latka: Amoxicillinum trihydricum 574 mg (coz
odpovidd 500 mg amoxicilinu) a Kalii clavulanas 149 mg (coZ odpovida 125 mg

kyseliny klavulanové) v jedné tableté

- pomocné latky: Magnesium-stearat, sodna sul
karboxymethylSkrobu, koloidni oxid kfemicity, mikrokrystalicka celulosa, oxid
titani¢ity, hypromelosa 2910/5, hypromelosa 2910/15, makrogol 4000, makrogol 6000,

dimetikon
- lékova forma: Potahovana tableta
- kod SUKL: 86148

- registracni Cislo: 15/141/84-C

Ospamox@ 375 mg/5 ml - drzitel rozhodnuti o registraci: Sandoz GMBH, Kundl,

Rakousko
- baleni: POR POR GRA SUS 1X60ML

- ATC skupina: JOLCA04

- u¢inna latka: Amoxicillinum trihydricum 430,5 mg (coZ

odpovida 375 mg amoxicilinu) v 5 ml (1 odmérce) suspenze
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- pomocné latky: Benzoan sodny, dihydrat sodné soli
sacharinu, simetikon, citronan sodny, galaktomanan guar, aroma mucenkové, malinové

a jahodové.

- lékova forma: Zrnény prasek pro piipravu peroralni

suspenze
- k6d SUKL: 66367

- registracni Cislo: 15/731/94-C

3.2.1.2. Standardy ucinné latky

Amoxicillin T trihydrate VETRANAL®, analytical standard 0,5 g
- vzorec: Ci6H19N30s5S - 3H,0

- molarni hmotnost: 419,45 g.mol™

- vyrobce: Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA

Amoxicillin SIGMA® 1 g

- vzorec: Ci6H19N305S

- molarni hmotnost: 365,40 g.mol™

- vyrobce: Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA

3.2.1.3. Ostatni chemikalie
Voda ziskana reverzni osmozou
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Chlorid sodny (NaCl)

Chlorid hotfec¢naty (MgCl,.6H,0)
Siran sodny (Na;S04.10H,0)
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Chlorid vapenaty (CaCl,)

Chlorid draselny (KCI)

Chlorid manganaty (MnCly)
Kyselina chlorovodikové (HCI)
Hydroxid sodny (NaOH)
Hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCOs3)
Siran vapenaty (CaSO,)

Siran hofec¢naty (MgSO,)

Dichroman draselny (K,Cr,07)

3.2.2. Pomucky a pristroje

Pomiicky

Plastové testovaci desticky s 96 a 24 jamkami

ROTOXKIT F™

ROTOXKIT F™™ CHRONIC

Petriho misky sklenéné (o praméru 18, 10, 5 cm) a plastové (o priméru 9 cm)
Petriho misky plastové (o priméru 10 cm) s perforovanou prepazkou

Sklenéné lahve se Sroubovacim uzéveérem

Zabrusové zkumavky sklenéné s uzavéry

Zkumavky centrifugacni

Automatické mikropipety a Spicky firmy Bran (100 — 1 000 pl, 20 — 200 pl, 0,5 —

5ml)
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Stojany na zkumavky
Pipety sklenéné

Pipety plastové malé
Erlenmayerovy banky
Laboratorni 1zicky
Vazenky

Entomologické pinzety
Teplomér

Sklenéné tyCinky
Kadinky

Odmérné banky

Filtra¢ni papiry
Teflonové michadlo
Ochranné rukavice
Parafilmy

Eksikator

Rousky

Lihové fixy na popisovani
Cerné papiry

Pristroje

Predvazky Kern 440-47N
Analytické vahy Kern Abj

pHmetr pH/Cond 340
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Oxymetr Oxi340i

Michacka MM2A (Laboratorni piistroje Praha)
Termostat VTB Binder

Termostat MicroBioTest Inc.

Ultrazvukova lazenn Bandeln

UV lampa DDHN 16 330 (345/245 nm)
Stereomikroskop

Ptistroj na reverzni osmozu Water Purification System
Lampa se 100W Zarovkou

Lednice
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3.3. Provedeni experimentu

3.3.1. Priprava a provedeni experimentu pomoci Artemia salina, L.

Kratkodobé testy s A. salina pro stanoveni parametrii toxicity chemickych latek
jsou vyuzivany v mnoha laboratofich po celém svété. Bylo vypracovano nékolik

metodik pro samotné provedeni testu.

Pti vlastnim testovani jsme vychazeli z postupii navrzenych skupinou Paula

Vanhaecke. (Vanheacke a kol.; 1981)

Priprava morské vody

Standardni uméle vytvofena moiskd voda pouzivana pro lihnuti cyst a pro

samotny experiment ma obvykle salinitu 35 = 1 %o. (Vanheacke a kol.; 1981)
Pro jeji ptipravu pouzijeme smés soli.
Slozeni (na 1000 ml): chlorid sodny (NaCl) 23,00 g

chlorid hote¢naty (MgCl,.6H,0) 11,00 g

siran sodny (NapSO,4.10H,0) 9,07 ¢
chlorid vapenaty (CaCl,) 2,119
chlorid draselny (KCI) 0,704g
destilovana voda do 1000 ml

Po navédzeni vSech soucdsti umistime vodu ve sklenéné lahvi se Sroubovacim
uzavérem na michacku a tam pomoci teflonového michadla zajistime Setrné michani az

do rozpusténi vSech komponent roztoku.

Po rozpusténi vSech soli se pH vody pohybuje okolo 8 + 0,2. Pokud se namétena
hodnota pH 1i8i, tak ji upravime pomoci roztoku hydroxidu sodného nebo kyseliny
chlorovodikové. Pfed pouzitim vody pro vlastni pokus ji mlZeme zfiltrovat kvili

odstranéni ptipadnych mechanickych necistot.

Mnozstvi rozpusSténého kysliku by nemélo klesnout pod 90 %.
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Priprava testovaciho organismu Artemia salina, L.

Pro kazdy test pouzijeme 0,5 g cyst a na jejich lihnuti 25 ml uméle pfipravené
moiské vody. Vajicka navazend do Petriho misky sma¢ime 3 ml pfipravené moiské

vody.

Po 5 minutich opatrné priddme zbyvajicich 22 ml moiské vody. Vickem
uzavienou Petriho misku s vajicky umistime asi 30 cm od lampy se 100W zéarovkou.

V této vzdalenosti se teplota pohybuje mezi 25 a 30°C.

Po jedné hodin¢ zahiivani misku s vajicky pfemistime do inkubatoru. Tady za

nepritomnosti svétla a pti konstantni teploté 25°C zlstavaji 24 hodin.

Druhy den polovinu Petriho misky zakryjeme materidlem nepropoustéjicim svétlo
(napf. cernym papirem) a misku znovu umistime 30 cm od lampy se 100W Zarovkou.

Diky fototaxi se zZdbronozky nahromadi na nezakryté strané Petriho misky.

Ptiblizné po 30 minutach odstranime z hladiny fitraCnim papirem skotapky.
Z osvicené strany misky pomoci mikropipety postupné odebirdame nauplia do druhé
plastové Petriho misky s délici ptickou, ve které je asi 10 ml pfipravené moiské vody.

Cast plastové Petriho misky, do které umistime nauplia, je zakryta neprisvitnym

materidlem. Celou misku pfesuneme na 30 minut znovu pod lampu se 100W Zarovkou.

Po té dob¢ preneseme asi 20 ml suspenze nauplii ze strany, kterd nebyla zakryta,
do lahve s 25 ml ptipravené moiské vody. Z této lahve potom zabronozky odebirame

pro vlastni pokus.

Priprava testované latky

Testovanou latku, kromé standardniho toxinu (chlorid manganaty, MnCly),
testujeme Vv milimolarnich koncentracich. Mnozstvi latky, které odpovida nejvyssi
koncentraci, navdzime arozpustime v zdbrusové zkumavce. Jako rozpoustédlo
pouzijeme piipravenou moiskou vodu opH 8,0 = 0,2. Pro dokonalé rozpusténi

pouzijeme ultrazvukovou lazen ¢i DMSO.

Koncentra¢ni fadu pfipravime fedénim vzorku s nejvyssi koncentraci.
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Vlastni provedeni pokusu

Vychazi z metodiky, kterou navrhl Paul Vanhaecke a kol.

Pokusy provadime v plastovych 96-jamkovych testovacich destickach (viz
nakres). Kazda desticka ma 8 tad (A-H) a 12 sloupct (1-12). Sloupce odpovidaji
jednotlivym koncentracim a fady opakovani jedné koncentrace. V kazdém sloupci

vyhradime jednu jamku pro kontrolu pokusu (tj. fada A).

EO 00000000000
FOO000C00O000000
cCOO0O0000O00000
HOOOOOOO0OO0O0000

Do kazdé jamky umistime 100 pl vzorku. Po lehkém protiepani do kazdé jamky

piidame 50 pl suspenze nauplii (asi 10 — 20 jedinct).

Pti kazdém pokusu provedeme paralelni test se standardnim toxinem (chlorid

manganaty, MnCl,).

Nakonec prikryté desky pfemistime na dalSich 24 hodin do inkubatoru
s konstantni teplotou 25°C. Jednu desticku nechame v inkubatoru ozafovat 30 minut

pod konstantnim UV zafenim 365 nm pro zjiSténi mozné fototoxicity.

Po 24 hodinach pomoci stereomikroskopu spoéitame uhynulé jedince. Zijici larvy
usmrtime pomoci 50 pl 0,1M roztoku kyseliny chlorovodikové. Nakonec odecteme

vSechny jamky jesté jednou.

Vyhodnoceni vysledkii

Ziskana data miizeme hodnotit, pokud imrtnost v kontrolach neptesadhne 5 %.

ECso spoc¢itdme pomoci programu Prisma nelinedrni regresi.
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3.3.2. Priprava a provedeni experimentu pomoci Brachionus calyciflorus

Viinici, pod jejichz kmen tento organismus zafazujeme, jsou ¢astym zkuSebnim

materidlem v ekotoxikologickych testech.

Bylo vypracovano n¢kolik metodik pro samotné provedeni testu. (napt. Snell, T. W.
a kol.; 1992)

Pti vlastnim testovani jsme vychdzeli ze standardnich operacnich postupii
ptilozenych k ROTOXKITU F (screeningovy test toxicity vifnikti pro sladkovodni
prostiedi) a ROTOXKITU F CHRONIC (chronicky test toxicity pro sladkovodni
prostiedi).

3.3.2.1. Kity

Od belgického vyrobce MicroBioTests Inc. ziskdme kity ROTOXKIT F
a ROTOXKIT F CHRONIC, které obsahuji vSechny komponenty k jednotlivym testiim,
tj. testovaci desticky, koncentrované solné roztoky (NaHCO3;, CaSO,4, MgSO,4, KCI),
krmivo (v ptipad¢ chronického testu) obsahujici zelené tasy a tzv. Roti-Rich pudr, dale
cysty testovaciho organismu Brachionus calyciflorus a pomocny material (mikropipety,

Lugoltv roztok, pasy Parafilmu).
Skladovani krmiva a ostatnich sloZek kitit

Zkumavky obsahujici fasové kulicky (zelena fasa Selenastrum capricornutum

imobilizovana v inertni matrix) ve vyzivovacim médiu musime téz uchovavat v temnu
pti4°C.
Ostatni komponenty kit (kromé& cyst virnikt, viz kapitola 3.1.) uchovavame

V suchu a temnu pti 20°C.

3.3.2.2. Priprava a provedeni experimentu na akutni toxicitu viFniki

S pomoci Rotoxkitu F
Priprava standardniho sladkovodniho roztoku

Standardni sladkovodni roztok pouZivime jako médium urcené k lihnuti cyst

a jako fedici médium pro piipravu roztok.

63




Do litrové odmérné banky nalijeme 800 ml destilované vody. Postupné pridavame
koncentrované solné roztoky hydrogenuhlic¢itanu sodného (NaHCOg3), dva siranu
vapenatého (CaSQ,), siranu hotfecnatého (MgSO,), chloridu draselného (KCl). Poté

doplnime destilovanou vodou po rysku.
Roztok musime vzdy ptfed zacatkem pokusu minimaln€ 15 minut provzdusSnovat.
Lihnuti cyst
Lihnuti je nutné zapocit 24 hodin pied samotnym testem.

Do Petriho misky o priméru 5 centimetri nebo do lihnouci jamky pfidame 2 ml
média. Ze zkumavky k tomu uréené preneseme cysty virnika. Zkumavku nakonec jesté

vyplachneme 0,5 ml média, aby doSlo k dokonalému pieneseni cyst.

Takto pfipravenou misku piekryjeme Parafilmem a nechdme v inkubatoru lihnout
nejméné 16 — 18 hodin (pf1 opozdéném lihnuti se perioda prodluzuje a je nutna kontrola

kazdou hodinu) pfi teploté 25°C a kontinualnim osvétleni 3 000 — 4 000 lux.

Po vylihnuti pro lepsi manipulaci s organismem opatrné pomoci filtracniho papiru

odstranime skotapky.
Priprava testované latky

Testovanou latku testujeme v milimolarnich koncentracich. Mnozstvi latky, které
odpovida nejvyssi koncentraci, navdzime a rozpustime v zabrusové zkumavce. Jako
médium pouzijeme 100% DMSO, aby doslo k uplnému rozpusténi latky a pfipadna
suspenze nerusila konecné odecitani vysledkl. Tento roztok poté vlijeme do zkumavky
s piipravenym sladkovodnim roztokem tak, aby mnozstvi DMSO v konecném roztoku

bylo 0,5 %.

Koncentraéni fadu ptipravime fedénim vzorku s nejvyssi koncentraci. Pouzivame
hrubsi fedéni 0,5.

Standardni toxin dichroman draselny (K»Cr,O7) rozpoustime téz v pfipraveném
sladkovodnim roztoku.

Vlastni provedeni pokusu

Pokusy provadime v plastovych 43-jamkovych testovacich destickdch (viz
nakres). Kazda desticka ma zleva jednu lihnouci jamku (pro lepS$i manipulaci rad¢ji

pouzivame sklenénou péticentimetrovou Petriho misku), 6 podlouhlych promyvacich
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jamek a 36 testovacich jamek. Rada X je kontrola pouze s médiem, fady (1-5)

odpovidaji jednotlivym koncentracim a sloupce (A-F) opakovani jedné koncentrace.

000000
COO00000
CO:O00000
CO:O00000
CO-O000000

U OO0 0000

Do promyvacich jamek umistime 700 pl roztoku s testovanou latkou a do

Vv

Pod stereomikroskopem ptiddvame z Petriho misky pomoci specialni

polyethylenové mikropipety vifniky nejprve do promyvacich jamek tak, aby doslo k co

cvvr

jedinct. Z této jamky pfeneseme 5 jedinct do ostatnich jamek v fadé.

Nakonec desticky prekryjeme Parafilmem a ddme do inkubatoru pfi teploté 25°C
na 24 hodin. Jednu desticku nechame v inkubatoru ozafovat 30 minut pod konstantnim

UV zéafenim 365 nm pro zjisténi mozné fototoxicity.

Po 24 hodindch pomoci stereomikroskopu spocitame uhynulé jedince

Vv jednotlivych testovacich jamkéch.

Pro zajisténi kontroly spravnosti testu a dobrého fyziologického stavu testovanych

zvifat musime vykonat paralelni test s dichromanem draselnym (K,Cr,07).
Vyhodnoceni vysledki
Ziskana data miizeme hodnotit, pokud imrtnost v kontrolach nepiesahne 10 %.

ECs ziskdme pomoci programu Prisma nelinearni regresi.
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3.3.2.3. Priprava a provedeni experimentu na zjiSténi chronické toxicity

viinika s pomoci Rotoxkitu F Chronic
Priiprava standardniho sladkovodniho roztoku
Plati totéz jako v piedchozim testu akutni toxicity na vifnicich — RotoxKkit F.
Lihnuti cyst

Lihnuti ma stejny prabéh jako u testli s Rotoxkitem F stim rozdilem, ze do
lihnouci jamky nebo Petriho misky pfidavame pouze 1,5 ml média, do které¢ho nasledné

umistime cysty.
Priiprava testované latky
Postupujeme stejné jako u testu na akutni toxicitu virniki.
Priiprava koncentrované suspenze krmiv

Z centrifugacni zkumavky obsahujici fasové kulicky vylijeme tekutinu a pfidame
4 ml rozpoustéciho média (Matrix dissolving medium). Po uzavieni zkumavky rdzné
protfepavame kazdé 2 minuty po dobu 10-15 minut. Po protiepani ji centrifugujeme 10
minut pii 3 tisicich otdCkach. Ze zkumavky vylijeme supernatant a piidame 10 ml
neionizované vody, opét zavieme a resuspendujeme obsah. Po dalsim centrifugovani za
stejnych podminek slijeme supernatant. Pfiddme 1,8 ml kultivatniho média pro fasy,

uzavieme a protiepavame do resuspendovani fas. Kultura obsahuje 2.10° fasovych

bunék/ml.

Vlastni provedeni pokusu

Pfed vlastnim provedenim pokusu musime cerstvé vylihnuté viiniky nakrmit
krmivem Roti-Rich. Vezmeme jednu tubu krmiva a ptfidame 1 ml standardniho
sladkovodniho roztoku a zhomogenizujeme. Pomoci mikropipety ptfidame k viinikiim

do Petriho misky pét kapek takto ptipraveného krmiva 2 hodiny pted zacatkem testu.

Do kazdé ze zkumavek tvoticich koncentra¢ni fadu roztoki ddme 100 pl fasového

suspenzniho krmiva.

Pokusy provadime V plastovych 55-jamkovych testovacich destickach (viz
nakres). Kazda desticka ma zleva jednu lihnouci jamku, 6 promyvacich jamek a 48
testovacich jamek. Rada X slouzi jako kontrola a fady (c31-Cs) odpovidaji jednotlivym

koncentracim a sloupce (1-8) opakovani jedné koncentrace.
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Do promyvacich a testovacich jamek umistime 1 000 pl roztoku s testovanou

A

Pod stereomikroskopem pifiddvame z Petriho misky pomoci specidlni

polyethylenové mikropipety vifniky nejprve do promyvacich jamek tak, aby doSlo k co

v w7

aktivné se pohybujich jedinct. Z této jamky preneseme 1 vifnika do ostatnich jamek
Vv fadé.
Nakonec desticky prekryjeme Parafilmem a ddme do inkubatoru pii konstantni

teploté 25°C na 48 hodin. Jednu desticku nechame v inkubatoru ozafovat 30 minut pod

konstantnim UV zafenim 365 nm pro zjisténi mozné fototoxicity.

Po 48 hodinach pomoci stereomikroskopu spocitame uhynulé, popf. noveé
narozené jedince v jednotlivych testovacich jamkéch. Pro usnadnéni pocitani miizeme

jedince zafixovat Lugolovym roztokem.

Pro zajisténi validity testu musime vykonat paralelni test s dichromanem

draselnym (K2Cr,0y).
Vyhodnoceni vysledkii
Pokud mortalita v kontrole piesahne 10 %, musime test zopakovat.

Pomoci programu Prisma zjistime nelinearni regresi ECso.
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3.3.3. Priprava a provedeni experimentu pomoci semen Sinapis alba, L.

Test byl vyvinut k testovani neskodnosti odpadnich vod, jez by mohly byt pouzity
pro zavlahy napt. zeméd¢€lskych plodin. Testuje se vliv vody na kli¢eni semen a riist
kofent hof¢ice bilé Sinapis alba v pocatecnich stadiich vyvoje. Test spoc¢iva v kultivaci
semen na podlozkéach nasycenych roztoky zkoumané latky ve srovnani se semeny, které
rostou na podloZzce nasycené vodou. V testech toxicity predstavuje hofcice zastupce

kulturnich plodin a vysSich rostlin viibec.

Priprava testované latky

Testovanou latku i standardni toxin (dichroman draselny, K,Cr,O7) testujeme
Vv milimolarnich koncentracich. Mnozstvi latky, které odpovida nejvyssi koncentraci,
navazime arozpustime v zabrusové zkumavce. Jako rozpoustédlo pouzijeme vodu
ziskanou reversni osmézou. Pro dokonalé rozpusténi pouzijeme ultrazvukovou lazen ¢i

pozijeme DMSO.

Koncentra¢ni fadu ptipravime fedénim vzorku s nejvyssi koncentraci. Faktor

fedéni pro testovanou latku je 2 a pro standardni toxin 1,5.

Vlastni provedeni pokusu
Vychazi z Metodického pokynu odboru odpadi ke stanoveni ekotoxicity odpadu.

Pokusy provadime v plastovych Petriho miskdch o priméru 90 mm. Pro kazdé
fedéni pouzijeme tfi Petriho misky a dalsi tifi pouzijeme pro kontrolu pokusu (tj.
kultiva¢ni roztok zasobnich soli, my jen destilovanou vodu).

Na dno Petriho misek polozime vystiihnuty filtracni papir vétsi porovitosti tak,
aby pokryl celé dno misky. Ten pak nasytime 5 ml testovaného roztoku tak, aby se pod

filtraénim papirem netvoftily bublinky vzduchu.
Na nasycené filtraéni papiry rovnomérné vlozime po 10 semenech.

Pti kazdém pokusu provedeme paralelni test se standardnim toxinem (dichroman

draselny, K,Cr,07) pro zajisténi spravnosti postupu a kvality semen.

Uzaviené Petriho misky vloZzime na 72 hodin do termostatu s konstantni teplotou

20°C.
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Po 72 hodindch piesné¢ zméfime milimetrovym métitkem délku kotene kazdé

rostliny u jednotlivych koncentraci.

Vyhodnoceni vysledki
Vysledky testli povazujeme za platné, jestlize jsou splnény nasledujici pozadavky:
a) kli¢ivost semen v kontrole je nejméné 90 %,

b) stanovena hodnota ICsy standardu (dichroman draselny, K,Cr,O7) pro

I . , -1
testovana semena je v rozmezi 10-50 ml.I™.

Na zaklad¢ primérnych délek kofeni v jednotlivych koncentracich se spocita

inhibice rstu podle nasledujiciho vzorce:

_ D) - D)
I=— pay 400

I je inhibice rastu kotfene (%)
D(k)  je pramérna délka kotfene v kontrole (mm)

D(t) je pramérna délka kofene v testované koncentraci (mm)

Hodnoty inhibice zakreslime do grafu a ur¢ime ICsy.

3.3.4. Priprava a provedeni experimentu pomoci Tubifex tubifex

Experimentalni metodika screeningového testovani pomoci niténky obecné
Tubifex tubifex je soucasti navrzeného a propracovavaného testu pracovni skupiny

vedené mgr. Jitkou Vytlacilovou na Katedfe farmaceutické botaniky a ekologie.
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Vychazi ze zkuSenosti pracovnikli a je navrzena pro ovéfovani fotosenzibiliza¢nich

vlastnosti testovanych latek.

Priprava testovaciho organismu Tubifex tubifex

Po zakoupeni, pfipadné vyloveni zakvaria, musime niténky nekolikrat
proplachnout destilovanou vodou, abychom odstranili necistoty, které na nich ulpély

nebo zustaly v roztoku.

Do Petriho misky o priméru 18 centimetrti vlozime ocisténa zvirata spolu s vodou

ziskanou reverzni osmdzou tak, aby se niténky mohly volné pohybovat.

Misku s obsahem dame do termostatu vytemperované¢ho na 20°C na 24 hodin, pii

nichz jsou niténky bez krmiva.

Pfed samotnym pokusem a po vyndani ztermostatu je musime znovu
proplachnout, abychom se zbavili produktl vyluCovani a pfipadné nepiezivSich

organismu. Oc¢istu provedeme i entomologickou pinzetou, aby Cistota byla uplna.

Priprava testované latky

Testovanou latku véetn¢ standardniho toxinu (chlorid manganaty, MnCl,)
testujeme VvV milimolarnich mnozstvich. Mnozstvi latky, které odpovida nejvyssi
koncentraci, navdzime arozpustime v zabrusové zkumavce. Jako rozpoustédlo
pouzijeme vodu ziskanou reverzni osmézou. Pro dokonalé rozpusténi mizeme pouzit
ultrazvukovou lazen (v piipadé 1é¢iva) ¢i rozpoustédlo DMSO (dimethylsulfoxid) —

Vv piipadé standardu u¢inné latky (amoxicilin).

Koncentraéni fadu ptipravime fedénim vzorku s nejvyssi koncentraci. Pouzivame

fedéni 0,5 jak pro standardni toxin, tak pro testovanou latku.

Vlastni provedeni pokusu

Pokusy provadime v plastovych 24-jamkovych testovacich destickach (viz
nakres). Kazda desticka ma 4 tfady (A-D) a 6 sloupci (1-6). Sloupce odpovidaji
jednotlivym koncentracim a fady opakovéani jedné koncentrace. V kazdém sloupci

vyhradime jednu jamku pro kontrolu pokusu.
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Do kazdé jamky umistime 480 pl vody ziskané reverzni osmézou. Do vody

vloZime entomologickou pinzetou 6 nitének piiblizné stejné velikosti, které pak pod
stereomikroskopem zkontrolujeme, zda nejsou poskozené. Poté ptidame jesté¢ 500 pl

roztoku s u¢innou latkou.

Pti kazdém pokusu provedeme paralelni test se standardnim toxinem (chlorid

manganaty, MnCly).

Prikryté desky umistime do termostatu s konstantni teplotou 20°C na pil hodiny
Vv piipad¢ testované latky a na jednu hodinu v piipad¢ standardniho toxinu. Jednu
desticku ddme pod UV lampu s konstantnim osvétlenim 365 nm pro zjiSténi ptipadné
fototoxicity rovnéz na 30 minut s tim, ze paprsky ultrafialového svétla se nesmi dostat

na neozaiované desticky (neozafované desticky piipadné prekryjeme tmavym papirem).

Po uplynuti pottebné doby pomoci stereomikroskopu spocitdme uhynulé, ptipadné

poskozené jedince.

Vyhodnoceni vysledki

Pomoci programu Prisma nelineérni regresi spocitdme ECsy.
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4. Vysledky
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4.1. Artemia salina, L.

4.1.1. AUGMENEINS16251Mg — efekt viivu UVA (365 nm)

- délka testu: 24 hodin (test akutni toxicity)

- podminky experimentu: teplota 25 °C, ptisobeni UVA po dobu 120 minut

Tabulka vysledku ¢. 1:

Tabulka vysledku €. 2:

Koncentrace G¢inné latky Mortalita (%) Koncentrace uc¢inné Mczgjf)' Ita
(mmol/l) 5S 1 55 latky (mmol/l) S 3
1 9,122 0 0 11,996 17
2 4,561 6 0 5,998 2
3 2,281 0 0 2,999 1
4 1,140 0 0 1,499 1
5 0,570 0 3 0,750 1
6 0,285 3 4 0,375 0
7 0,142 10 4 0,187 1
8 0,071 19 2 0,0937 2
9 0,0356 28 3 0,0469 12
10 0,0178 54 1 0,0234 5
11 0,00891 63 8 0,0117 2
12 0,00445 74 18 0,00586 4
13 0,00223 75 38 0,00293 6
14 0,00111 80 43 0,00146 7
15 0,000557 72 32 0,000732 13
16 0,000278 84 46 0,000366 27
17 0,000139 94 45 0,000183 10
18 0,0000696 92 37 0,0000915 22
19 0,0000348 87 42 0,0000458 14
20 0,0000174 83 28 0,0000229 16
21 0,00000870 71 40 0,0000114 18
22 0,00000435 82 27 0,00000572 19
23 0,00000217 85 38 0,00000286 7
24 0,00000109 82 45 0,00000143 13

PS 1 -3.... paralelni stanoveni ¢. 1 - 3
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Tabulka vysledku ¢. 3:

et Mortalita
Koncentrace tc¢inné latky (%)
(mmol/l) PS4

1 15 20
2 75 14
3 3,75 8
4 1,875 21
5 0,937 9
6 0,469 6
7 0,234 7
8 0,117 4
9 0,0586 30
10 0,0293 6
11 0,0146 12
12 0,00732 9
13 0,00366 14
14 0,00183 21
15 0,000915 32
16 0,000458 29
17 0,000229 53
18 0,000114 24
19 0,0000572 27
20 0,0000286 46
21 0,0000143 47
22 0,00000715 39
23 0,00000357 31
24 0,00000179 36

PS 4 .... paralelni stanoveni ¢. 4

Graf¢. 1: Artemia salina a Augmentin® 625 mg - efekt vlivu UVA (365 nm) (koncentrace
ucinné latky 1-12)
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Graf ¢. 2: Artemia salina a Augmentin® 625 mg - efekt vlivu UVA (365 nm) (koncentrace
ucinné latky 13-24)

100 1 oPs 1
90 _ N 1 _ mpPs 2
80 - oFs 3
=70 - oFs 4
= 60 4
E 50 1%y
240 v
30 ;
20 1%
10
0

3,660 1,830 0,915 0458 0,229 0,114 0,057 0,029 0,014 0,007 0,004 0,002 x10(-3)

Koncentrace ué. latky (mmol/l)

Augmentin® 625 mg v rozsahu testovanych koncentraci zpiisoboval umrtnost,
ktera nebyla zpusobena léCivem, nybrz pravdépodobné samotnym experimentem, to
mimo jiné vyplyvd 12z nerovnomérné umrtnosti v testovanych koncentraci. Je

pravdépodobné, Ze ptisobi ve vyssich koncentracich na organismy protektivng.

ECsp standardniho toxinu chloridu manganatého (MnCl,) byla 0,0142 mmol/I.
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4.1.2. _ - temnostni kontrola

- délka testu: 24 hodin (test akutni toxicity)

- podminky experimentu: teplota 25 °C, bez ptistupu svétla

Tabulka vysledki ¢. 4:

Tabulka vysledki €. 5:

Koncentrace G¢inné latky Mortalita (%) Koncentrace uc¢inné Mczgj:;' ta
(mmol/l) 5S 1 55 latky (mmol/l) PS 3
1 9,122 1 0 11,996 14
2 4,561 6 0 5,998 2
3 2,281 1 0 2,999 1
4 1,140 1 3 1,499 0
5 0,570 1 7 0,750 1
6 0,285 18 0 0,375 3
7 0,142 4 0 0,187 3
8 0,071 45 0 0,0937 0
9 0,0356 41 5 0,0469 10
10 0,0178 59 0 0,0234 1
11 0,00891 63 19 0,0117 13
12 0,00445 84 23 0,00586 25
13 0,00223 82 63 0,00293 29
14 0,00111 81 38 0,00146 31
15 0,000557 83 46 0,000732 33
16 0,000278 82 52 0,000366 39
17 0,000139 87 54 0,000183 21
18 0,0000696 89 66 0,0000915 44
19 0,0000348 92 50, 0,0000458 23
20 0,0000174 90 41 0,0000229 40
21 0,00000870 88 45 0,0000114 26
22 0,00000435 96 22 0,00000572 35
23 0,00000217 92 50, 0,00000286 24
24 0,00000109 84 29 0,00000143 32
PS 1-3..... paralelni stanoveni ¢. 1 - 3
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Tabulka vysledkii ¢. 6:

e Mortalita
Koncentrace tc¢inné latky (%)
(mmol/l) PS4

1 15 17
2 75 13
3 3,75 24
4 1,875 22
5 0,937 10
6 0,469 19
7 0,234 24
8 0,117 /
9 0,0586 10
10 0,0293 13
11 0,0146 16
12 0,00732 21
13 0,00366 18
14 0,00183 12
15 0,000915 23
16 0,000458 23
17 0,000229 31
18 0,000114 27
19 0,0000572 29
20 0,0000286 22
21 0,0000143 31
22 0,00000715 27
23 0,00000357 25
24 0,00000179 21

PS 4 ..... paralelni stanoveni ¢. 4

Graf ¢&. 3: Artemia salina a Augmentin® 625 mg — temnostni kontrola (koncentrace
ucinné latky 1-12)
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Graf &. 4: Artemia salina a Augmentin® 625 mg — temnostni kontrola (koncentrace
ucinné latky 13-14)
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Augmentin® 625 mg v rozsahu testovanych koncentraci zpiisoboval umrtnost,
ktera nebyla zptusobena léCivem, nybrz pravdépodobné samotnym experimentem, to
mimo jiné vyplyvd 12z nerovhomérné umrtnosti v testovanych koncentraci. Je

pravdépodobné, Ze ptisobi ve vyssich koncentracich na organismy protektivng.

ECsp standardniho toxinu chloridu manganatého (MnCl,) byla 0,0142 mmol/I.
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Graf ¢. 7: Porovnadni hodnot mortality 7 tabulek vysledkii ¢. 3 a 6 - Artemia salina
a Augmentin® 625 mg
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Ze ziskanych hodnot, které nevykazovaly zddnou pravidelnost, nebylo mozné

uréit, zda je Augmentin® 625 mg pro A. salina fototoxicky, &i neni.
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4.1.3. Standard a¢inné latky (amoxicilin) — efekt vlivu UVA (365 nm)

- délka testu: 24 hodin (test akutni toxicity)

- podminky experimentu: teplota 25 °C, pusobeni UVA po dobu 120 minut

Tabulka vysledku ¢. 7:

Koncentrace Mortalita (%)
ucinné latky
(mmolly” | PS1 | PS2 | PS3 | PS4 | PS5 | PS6 | PS7 | Primer
15 100 100| 100 100 100 100 100 100
7,5 100 100 100 100 100 100 100 100
3,75 100 100 100 100 100 100 100 100
1,875 99 92 97 98 92 95 96 96
0,938 85 80 82 82 80 80 82 82
0,469 16 25 16 19 12 10 16 16
0,234 5 6 7 5 7 6 8 6
0,117 3 6 5 5 6 6 7 5
0,0586 3 2 5 0 5 6 5 4
0,0293 0 2 3 5 3 5 5 3
0,0147 3 2 0 5 2 3 2 2
0,00732 0 0 0 0 0 0 0 0
0,00366 0 0 0 0 0 0 0 0
0,00183 0 0 0 0 0 0 0 0
PS1-7.... paralelni stanoveni ¢. 1 - 7
Graf ¢. 8: Artemia salina a standard ucinné latky (amoxicilin) — efekt vlivu UVA

(365

nm)

NN

0,938

Koncentrace ué. latky (mmol/l)
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0,059

0,015

0,004
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Pomoci programu Prisma jsme nelinearni regresi zjistili ECso 0,6369 mmol/I

(95% interval spolehlivosti 0,5177 - 0,7837 mmol/l).

ECso standardniho toxinu chloridu manganatého (MnCly) byla 0,0142 mmol/I.
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4.1.4. Standard ucinné latky (amoxicilin) — temnostni kontrola

- délka testu: 24 hodin (test akutni toxicity)

- podminky experimentu: teplota 25 °C, bez ptistupu svétla

Tabulka vysledki ¢. 8:

Koncentrace Mortalita (%)

ucinné latky
15 100 100( 100 100 100 100 100 100
7,5 100 100 98 96 100 100 100 99
3,75 100 100 85 82 95 92 100 93
1,875 86 82 80 76 86 80 95 84
0,938 82 66 72 60 62 64 65 67
0,469 25 17 20 23 25 22 19 22
0,234 18 19 18 20 20 21 20 19
0,117 15 19 15 17 16 15 16 16
0,0586 12 16 12 15 10 16 12 13
0,0293 5 7 6 5 5 5 2 5
0,0147 0 2 3 2 5 0 2 2
0,00732 2 0 5 0 2 3 0 2
0,00366 0 0 0 0 0 0 0 0
0,00183 0 0 0 0 0 0 0 0

-7

PS 1 -7 .... paralelni stanoveni €. 1

Graf ¢. 9: Artemia salina a standard ucinné latky (amoxicilin) — temnostni kontrola
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Pomoci programu Prisma jsme nelinearni regresi zjistili ECso 0,6637 mmol/I
(95% interval spolehlivosti 0,5794 — 0,7602 mmol/l).

ECso standardniho toxinu chloridu manganatého (MnCly) byla 0,0142 mmol/I.

Graf ¢. 10: Porovnani prumeérnych hodnot mortality Artemia salina ve standardu ucinné

latky (amoxicilinu)
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B Temnostni kontrola

15.0007.500 3,750 1.875 0937 0468 0.234 0,117 0,006 0,029 0,015 0,007 0,004 0,002
Koncentracene. latky (mmol/1)

UVA 365 nm (ECsp 0,6369 mmol/l) nez v temnostni kontrole (ECso 0,6637 mmol/l)
a tudiz je fototoxicky.
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Graf ¢. 11: Porovnani hodnot mortality 7 tabulek vysledkii ¢. 3 a 7 - Artemia salina po
pusobeni UVA (365 nm)
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Graf ¢. 12: Porovndni hodnot mortality Z tabulek vysledkii ¢. 6 a 8 - Artemia salina
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Z grafi je vidét, ze A. salina ve stejnych koncentracich reagovala toxicky na

standard, zatimco na Augmentin® 625 mg ne.

85



4.2. Brachionus calyciflorus

4.2.1. Rotoxkit F

4.2.1.1. AUgmentin®625'mg — efekt vlivu UVA (365 nm)

- délka testu: 24 hodin (test akutni toxicity)
- podminky experimentu: teplota 25 °C, ptisobeni UVA po dobu 30 minut

Tabulka vysledkt ¢. 9: primdrni data ziskand z experimentu s Brachionus calyciflorus
a Augmentinem® 625 mg — efekt vlivu UVA (365 nm) (mrtvi /

celkovy pocet virnikii)
Koncentrace
ucinné latky A B C Mortalita (%)
(mmol/l)
K 0 1 / 510 / 510 / 5 7
c5 0,0681 0 / 60 / 60 / 5 0
c4 0,136 0 / 510 / 6|0 / 5 0
c3 0,272 0 / 6|0 / 510 / 4 0
c2 0,545 0 / 510 / 4|1 / 6 7
cl 1,089 0 / 510 / 410 / 8 0
K ... kontrola

c ... koncentrace

A, B, C ... paralelni stanoveni v testu

V rozsahu testovanych koncentraci nebyly vysledky prikazné a tak nebylo mozné

stanovit ECsg.

86




4.2.1.2. _ — temnostni kontrola

- délka testu: 24 hodin (test akutni toxicity)

- podminky experimentu: teplota 25 °C, bez ptistupu svétla

Tabulka vysledka ¢. 10: primadrni data ziskana z experimentu s Brachionus calyciflorus
a Augmentinem® 625 mg — temnostni kontrola (mrtvi / celkovy

pocet virnikii)

Koncentrace
ucinné latky A B C Mortalita (%)
(mmol/l)
K 0 2 | 9/0 [/ 8|0 [/ 8 8
c5 0,0681 0o / 60 / 611 |/ 6 6
c4 0,136 0o |/ 710 [/ 5(0 / 6 0
c3 0,272 0o / 5/0 / 8|0 [/ 7 0
c?2 0,545 0o |/ 60 / 410 |/ 7 0
cl 1,089 0 / 410 |/ 5/0 / 5 0
K ... kontrola

c ... koncentrace

A, B, C ... paralelni stanoveni v testu

V rozsahu testovanych koncentraci nebyly vysledky prikazné a tak nebylo mozné

stanovit ECsg.
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Graf ¢. 13: Porovnani prumérnych hodnot mortality Brachionus calyciflorus

v Augmentinu® 625 mg
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Ze ziskanych vysledkl neni mozné vyvodit zddné zavery.
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4.2.1.3. Standard ucinné latky (amoxicilin) — efekt vlivu UVA (365 nm)

- délka testu: 24 hodin (test akutni toxicity)

- podminky experimentu: teplota 25 °C, ptisobeni UVA po dobu 30 minut

Tabulka vysledka ¢. 11: primarni data ziskand z experimentu s Brachionus calyciflorus
a standardem ucinné latky (amoxicilin) — efekt vlivu UVA

(365 nm) (mrtvi / celkovy pocet virnikii)

Koncentrace Mortalita
u¢inné latky | A B C D E F G H | (%)
(mmol/l)
K 0 0/5|0/5{0/5|0/5|0/5|0/5(1/6|0/5|0/5 2
c5 0,0681 0/5|0/5|0/5|0/5|1/4|0/5|0/4{1/5|0/2 5
c4 0,136 1/5/0/5(0/5|0/5(1/2|0/3|0/7/1/8({0/8 4
c3 0,272 0/5|0/5{0/5|0/5{1/3|1/5|0/6{1/6|0/7 6
c2 0,545 1/5/2/5(0/6/0/5{0/5|0/6|0/5/0/5[{0/5 6
cl 1,089 1/5(2/5(0/5|/1/5{1/5|0/5|2/5|0/5(2/6 20
K ... kontrola

c ... koncentrace

A — | ... paralelni stanoveni v testu

V rozsahu testovanych koncentraci nebyly vysledky prikazné a tak nebylo mozné

stanovit ECsy.
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4.2.1.4. Standard ucinné latky (amoxicilin) — temnostni kontrola

- délka testu: 24 hodin (test akutni toxicity)

- podminky experimentu: teplota 25 °C, bez pfistupu svétla

Tabulka vysledka ¢. 12: primarni data ziskand z experimentu s Brachionus calyciflorus
a standardem ucinné latky (amoxicilin) — temnostni kontrola

(mrtvi / celkovy pocet virnikii)

Koncentrace Mortalita
u¢inné latky | A B C D E F G H | (%)
(mmol/l)
K 0 0/5/0/5/0/5(1/4|0/5|0/5|0/9|0/7|0/8 2
c5 0,0681 0/5{0/5/0/5(0/5|0/5|0/5|0/4|0/5({0/5 0
c4 0,136 0/5(1/6/0/5(1/5|0/2|0/3|0/3|0/7({0/8 5
c3 0,272 0/5|0/5{0/5(0/5|0/5|0/5|0/6(0/4|1/7 2
c2 0,545 0/5|0/5(1/5(1/5|0/5|0/4(1/5(0/5|0/7 7
cl 1,089 1/5/0/5/0/5|0/5/0/5{1/5|0/5|{0/5|0/5 4
K ... kontrola

c ... koncentrace

A — | ... paralelni stanoveni v testu

V rozsahu testovanych koncentraci nebyly vysledky pritkazné a tak nebylo mozné

stanovit ECsg.
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Graf ¢. 14: Porovnani prumérnych hodnot mortality Brachionus calyciflorus ve

standardu ucinné latky (amoxicilinu)
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Ze ziskanych vysledkli nebylo mozné vyvodit zadné zavery.
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Graf ¢. 15: Porovnani priumérnych hodnot mortality z tabulek vysledkii ¢. 9 a 11 -

Brachionus calyciflorus po piisobeni UVA (365 nm)
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Graf ¢. 16: Porovnadni priumérnych hodnot mortality z tabulek vysledkii ¢. 10 a 12 -

Brachionus calyciflorus v temnostnich kontroldach
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Z té&chto grafl nelze vyvodit zadné zavéry.

92



4.2.2. Rotoxkit F Chronic

4.2.2.1. AUgmentin®625'mg — efekt vlivu UVA (365 nm)

- délka testu: 48 hodin (test chronické toxicity)
- podminky experimentu: teplota 25 °C, ptisobeni UVA po dobu 30 minut

Tabulka vysledkt ¢. 13: primdrni data ziskand z experimentu chronické toxicity
s Brachionus calyciflorus a Augmentinem® 625 mg - efekt
vlivu UVA (365 nm)

Koncentrace
ucinné latky 1 2 3 4
(mmol/l)
K 0 +/+1 +/+1 + +
c5 0,0681 + + +/+1 +
c4 0,136 - +/41 | +/+1 +
c3 0,272 + + +/+1 +
c2 0,545 + +/+1 + +/+1
cl 1,089 + + + +
K ... kontrola + ... vifnik prezil / + novy viinik
C ... koncentrace - ... vifnik zemiel

1-4 .. paralelni stanoveni v testu

V rozsahu testovanych koncentraci nebyly vysledky pritkazné a tak nebylo mozné

stanovit ECsg.
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4.2.2.2. _ — temnostni kontrola

- délka testu: 48 hodin (test chronické toxicity)

- podminky experimentu: teplota 25 °C, bez pfistupu svétla

Tabulka vysledkt ¢. 14: primdrni data ziskana z experimentu chronické toxicity
s Brachionus calyciflorus a Augmentinem® 625 mg —

temnostni kontrola

Koncentrace
ucinné latky 1 2 3 4
(mmol/l)
K 0 +/+1 +/+1 + +
ch 0,0681 +/ 42 +/+2 + +/+2
c4 0,136 +/+1 +/41 | +/+1 +
c3 0,272 +/+1 + +/+2 +/+3
c2 0,545 +/+1 +/+1 +/+5 +/+2
cl 1,089 +/+2 + +/+3 +/+1
K ... kontrola + ... vitnik ptezil / + novy vifnik
C ... koncentrace - ... vifnik zemiel

1 -4 ... paralelni stanoveni v testu

V rozsahu testovanych koncentraci nebyly vysledky prikazné a tak nebylo mozné

stanovit ECsg.
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4.2.2.3. Standard ucinné latky (amoxicilin) — efekt vlivu UVA (365 nm)

- délka testu: 48 hodin (test chronické toxicity)
- podminky experimentu: teplota 25 °C, ptisobeni UVA po dobu 30 minut

Tabulka wvysledkt ¢. 15: primdrni data ziskana z experimentu chronické toxicity
s Brachionus calyciflorus a standardem ucinné latky
(amoxicilin) — efekt vlivu UVA (365 nm)

Koncentrace
ucinné latky 1 2 3 4 5 6 7 8
(mmol/l)

K 0 + + - + + + + -
c5 0,0681 + + + + - - + -
c4 0,136 - + + + + + ¥ B
c3 0,272 - + + - + n ¥ +
c2 0,545 + - + + + + - +
cl 1,089 + + - + + + + +

Tabulka vysledkG €. 16: primarni data ziskana z experimentu chronické toxicity
s Brachionus calyciflorus a standardem ucinné latky
(amoxicilin) — efekt vlivu UVA (365 nm)

Koncentrace
ucinné latky 1 2 3 4
(mmol/l)
K 0 + + + -
ch 0,0681 +/+1 + + +
c4 0,136 + + + +
c3 0,272 + + - +
c?2 0,545 + + + +
cl 1,089 + + + +
K ... kontrola + ... viinik prezil / + novy viinik
c ... koncentrace - ... vifnik zemfel

1 - 8... paralelni stanoveni v testu

V rozsahu testovanych koncentraci nebyly vysledky priikkazné a tak nebylo mozné

stanovit ECsg.
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4.2.2.4. Standard ucinné latky (amoxicilin) — temnostni kontrola

- délka testu: 48 hodin (test chronické toxicity)
- podminky experimentu: teplota 25 °C, bez pfistupu svétla

Tabulka vysledkt ¢. 17: primdarni data ziskana z experimentu chronické toxicity
s Brachionus calyciflorus a standardem ucinné latky

(amoxicilin) — temnostni kontrola

Koncentrace
ucinné latky 1 2 3 4 5 6 7 8
(mmol/l)

K 0 + - + + + + + +
c5 0,0681 + + + - + + + -
c4 0,136 + + + + - - - -
c3 0,272 + - - - - - - -
c2 0,545 + + - + + + + +
cl 1,089 - + + - + + + -

Tabulka vysledkG ¢. 18: primarni data ziskana z experimentu chronické toxicity
s Brachionus calyciflorus a standardem ucinné latky

(amoxicilin) — temnostni kontrola

Koncentrace
ucinné latky 1 2 3 4
(mmol/l)
K 0 +/+1 + + -
c5 0,0681 + - + +
c4 0,136 + + +/42 | +/+2
c3 0,272 +/+1 + + +
c2 0,545 + +/+1 + +
cl 1,089 + + + +
K ... kontrola + ... viinik prezil / + novy viinik
c ... koncentrace - ... vifnik zemfel

1 -8 ... paralelni stanoveni v testu

V rozsahu testovanych koncentraci nebyly vysledky prikazné a tak nebylo mozné

stanovit ECsg.
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4.3. Sinapis alba, L.

4.3.1. Augmentin® 625 mg

- délka testu: 72 hodin
- podminky experimentu: teplota 20 °C, bez ptistupu svétla

Tabulka vysledku ¢. 19: Tabulka vysledku ¢. 20:
Koncentrace ¢inné | Inhibice (%) Koncentrace a¢inné | Inhibice (%)
latky (mmol/l) PS 1 latky (mmol/l) PS 2
24,88 93 34,21 98
12,44 93 17,10 97
6,22 89 8,55 96
3,11 89 4,28 91
1,55 78 2,14 92
0,78 71 1,07 17
0,39 36 0,53 58
0,19 7 0,27 32

PS 1, 2 .... paralelni stanoveni €. 1, 2

Graf ¢. 17: Sinapis alba a Augmentin® 625 mg

arFs 1

|mFEs 2

Inhibice (%)

34,21 17,10 8,55 4,28 2,14 1,07 0,53 0,27

Koncentrace ué. latky (mmol/l)

Z grafu jsme ziskali pro Augmentin® 625 mg hodnotu 1Csp 0,4999 mmol/l.

ICso standardniho toxinu dichromanu draselného (K,Cr,0O7) byla 0,0332 mmol/I.
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4.3.2. Standard u¢inné latky (amoxicilin)

- délka testu: 72 hodin
- podminky experimentu: teplota 20 °C, bez pfistupu svétla

Tabulka vysledki ¢. 21:

Koncentrace G¢inné Inhibice (%)
latky (mmol/l) PS1 | PS2 | Primer
2,701 18 0,06 9
1,35 17 -0,17 8
0,675 13 -0,25 6
0,338 4 -0,29 2
0,169 2 -0,33 1
0,084 24 -0,35 12
0,042 17 -0,37 8
0,021 18 -0,39 9

PS 1, 2 ... paralelni stanoveni ¢. 1, 2

Graf ¢. 18: Sinapis alba a standard ucinné latky (amoxicilin)
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Ze ziskanych dat nebylo mozné stanovit ICsy.

ICsp standardniho toxinu dichromanu draselného (K,Cr,0O7) byla 0,0332 mmol/I.
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Graf &. 19: Porovndni hodnot inhibice v Augmentinu® 625 mg z tabulky vysledkii ¢. 19
a prumérnych hodnot inhibice standardu z tabulky vysledkii ¢. 18
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Graf &. 20: Porovndni hodnot inhibice v Augmentinu® 625 mg z tabulky vysledkii ¢. 20
a prumeérnych hodnot inhibice standardu z tabulky vysledkii ¢. 18
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Z graft vyplyva, Ze pti podobné koncentraci standard nedosahuje takové inhibice
jako 16¢ivo a tudiz se domnivame, ze Augmentin® 625 mg obsahuje latky, které pasobi

inhibi¢né na klideni S. alba.
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4.4. Tubifex tubifex

4.4.1. RUGMERtINS6251Ma — efekt vlivu UVA 365 nm

- délka testu: 30 minut (test akutni toxicity)

- podminky experimentu: teplota 20 °C, s pfistupem svétla

Tabulka vysledki ¢. 22:

Koncentrace G¢inné Mortalita (%)
latky (mmol/l) PS1 | PS2 | PS3 |[Pramér
102,6 100 100 100 100
51,3 100 100 100 100
26,65 83 83 83 83
12,82 50 50 50 50
6,41 17 17 17 17
3,2 0 0 0 0
1,6 0 0 0 0
0,801 0 0 0 0
0,401 0 0 0 0
0,2 0 0 0 0
0,1 0 0 0 0
0,0501 0 0 0 0

PS 1, 2, 3 ... paralelni stanoveni ¢. 1, 2, 3

Graf ¢. 21: Tubifex tubifex a Augmentin® 625 mg — efekt vlivu UVA (365 nm)
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Pomoci programu Prisma jsme nelinearni regresi zjistili ECsp 13,11 mmol/l (95%

interval spolehlivosti: 9,873 - 17,40 mmol/l).

ECso standardniho toxinu chloridu manganatého (MnCly) byla 68,64 mmol/I.
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4.4.2. _ — temnostni kontrola

- délka testu: 30 minut (test akutni toxicity)

- podminky experimentu: teplota 20 °C, bez pfistupu svétla

Tabulka vysledki ¢. 23:

Koncentrace G¢inné Mortalita (%)
latky (mmol/l) PS1 | PS2 | PS3 | Primér
102,6 83 83 83 83
51,3 83 83 83 83
26,65 67 83 83 78
12,82 67 67 83 72
6,41 50 50 50 50
3,2 33 33 33 33
1,6 17 17 17 17
0,801 0 0 0 0
0,401 0 0 0 0
0,2 0 0 0 0
0,1 0 0 0 0
0,0501 0 0 0 0

PS 1, 2, 3 ... paralelni stanoveni ¢. 1, 2, 3

Graf ¢. 22: Tubifex tubifex a Augmentin® 625 mg — temnostni kontrola

-

Mortalita (%)
coB8EBBIBESE

oPS1
mPS2
oPS3

Koncentrace uc. latky (mmol/l})

102,6051,30 26,65 12,82 641 3,20 160 080 040 020 0,90 0,05
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Pomoci programu Prisma jsme nelinearni regresi zjistili ECso 4,567 mmol/l (95%
interval spolehlivosti: 0,1860 - 112,1 mmol/l).

EC50 standardniho toxinu chloridu manganatého (MnCl12) byla 68,64 mmol/I.

Graf &. 23: Porovndni primérnych hodnot mortality Tubifex tubifex v Augmentinu®
625 mg

100

BUVA 365 mmn

B Tenmostni kontrola

Moitalita (%)

102,60 51,30 26,65 12,82 o06.41 3.20 1.60

080 040 020 0.10 0.05

Koncentraceni¢. latlky (mmol/1)

Ze ziskanych vysledkil jsme zjistili, Ze Augmentin® 625 mg neni pro Tubifex
tubifex fototoxicky. Pfi pisobeni UVA 365 nm je hodnota ECsg (13,11 mmol/l ) vyssi

nez v temnostni kontrole (4,567 mmol/l), tj. je méné toxicky.
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4.4.3. Ospamox a5 malsiml — efekt vliivu UVA 365 nm

- délka testu: 30 minut (test akutni toxicity)

- podminky experimentu: teplota 20 °C, s pfistupem svétla

Tabulka vysledki ¢. 24:

Koncentrace G¢inné Mortalita (%)
latky (mmol/l) PS1 | PS2 | PS3 |Pramér
102,6 100 100 100 100
51,3 100 100 100 100
26,65 50 50 67 56
12,82 0 0 0 0
6,41 0 0 0 0
3,2 0 0 0 0
1,6 0 0 0 0
0,801 0 0 0 0
0,401 0 0 0 0
0,2 0 0 0 0
0,1 0 0 0 0
0,0501 0 0 0 0

PS 1, 2, 3 ... paralelni stanoveni ¢. 1, 2, 3

Graf ¢. 24: Tubifex tubifex a Ospamox® 375 mg/5 ml — efekt vlivu UVA (365 nm)

Mortalita (%)

ops1
EPS2
OPS3

102,6051,30 26,65 12,82 6,41 320 1,60 080 040 020 010 003

Kencentrace GE. latky (mmol/l)
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Pomoci programu Prisma jsme nelinearni regresi zjistili ECso 25,88 mmol/l (95%

interval spolehlivosti: 17,12 - 39,14 mmol/l).

ECso standardniho toxinu chloridu manganatého (MnCly) byla 68,64 mmol/I.
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4.4.4. _ — temnostni kontrola

- délka testu: 30 minut (test akutni toxicity)

- podminky experimentu: teplota 20 °C, bez pfistupu svétla

Tabulka vysledki ¢. 25:

Koncentrace G¢inné Mortalita (%)
latky (mmol/l) PS1 | PS2 | PS3 |Pramér
102,6 100 100 100 100
51,3 100 100 100 100
26,65 67 67 50 61
12,82 17 33 17 22
6,41 0 0 0 0
3,2 0 0 0 0
1,6 0 0 0 0
0,801 0 0 0 0
0,401 0 0 0 0
0,2 0 0 0 0
0,1 0 0 0 0
0,0501 0 0 0 0

PS 1, 2,3 ... paralelni stanoveni €. 1, 2, 3

Graf ¢. 25: Tubifex tubifex a Ospamox® 375 mg/5 ml — temnostni kontrola

apPs1
@mPS2
OPS3

102,6051,30 26,65 12,82 641 3,20 1,60 080 040 020 0,10 0,05

Koncentrace Uc. latky {(mmolfl)
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Pomoci programu Prisma jsme nelinearni regresi zjistili ECso 21,18 mmol/l (95%

interval spolehlivosti 15,00 - 29,89 mmol/l).

ECso standardniho toxinu chloridu manganatého (MnCly) byla 68,64 mmol/I.

Graf &. 26: Porovndni priimérnych hodnot mortality Tubifex tubifex v Ospamoxu® 375
mg/5 ml

100

BUVA 365 nm

B Temnotni kontrola

Mortalita (%)
3

102,60 51,30 26,65 12,82 o041 320 1,60 080 040 020 0,10 005

Koncentraceud. latlky (munol/1)

Ze ziskanych vysledki jsme zjistili, ze Ospamox™ 375 mg/5 ml neni pro Tubifex
tubifex fototoxicky. Ptfi pisobeni UVA 365 nm je hodnota ECsg (25,88 mmol/l) vyssi

nez v temnostni kontrole (21,18 mmol/l), tj. je méné toxicky.
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4.4.5. Standard acinné latky (amoxicilin) — efekt vlivu UVA (365 nm)

- délka testu: 30 minut (test akutni toxicity)
- podminky experimentu: teplota 20 °C, s pfistupem svétla

Tabulka vysledki ¢. 26:

Koncentrace G¢inné Mortalita (%)
latky (mmol/l) PS1 | PS2 | PS3 [ Pramer
102,6 67 67 50 61
51,3 33 33 33 33
26,65 17 17 17 17
12,82 0 0 0 0
6,41 0 0 0 0
3,2 0 0 0 0
1,6 0 0 0 0
0,801 0 0 0 0
0,401 0 0 0 0
0,2 0 0 0 0
0,1 0 0 0 0
0,0501 0 0 0 0

PS 1, 2, 3 ... paralelni stanoveni ¢. 1, 2, 3

Graf ¢. 27: Tubifex tubifex a standard ucinné latky (amoxicilin) — efekt vlivu UVA (365

nm)

oPSs1
100 mPsS2
a0 OPS3

102,6051,30 26,65 12,82 641 3,20 160 080 040 020 0,10 0,05

Koncentrace GE. latky (mmold)
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Pomoci programu Prisma jsme nelinearni regresi zjistili ECso 98,93 mmol/l (95%

interval spolehlivosti 83,62 - 117,1 mmol/l).

ECso standardniho toxinu chloridu manganatého (MnCly) byla 68,64 mmol/I.
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4.4.6. Standard ucinné latky (amoxicilin) — temnostni kontrola

- délka testu: 30 minut (test akutni toxicity)

- podminky experimentu: teplota 20 °C, bez pfistupu svétla

Tabulka vysledki ¢. 27:

Koncentrace G¢inné Mortalita (%)
latky (mmol/l) PS1 | PS2 | PS3 [Primer
102,6 67 50 50 56
51,3 17 50 50 39
26,65 17 0 0 6
12,82 0 0 0 0
6,41 0 0 0 0
3,2 0 0 0 0
1,6 0 0 0 0
0,801 0 0 0 0
0,401 0 0 0 0
0,2 0 0 0 0
0,1 0 0 0 0
0,0501 0 0 0 0

PS 1, 2, 3 .... paralelni stanoveni €. 1, 2, 3

Graf ¢. 28: Tubifex tubifex a standard ucinné ldtky (amoxicilin) — temnostni kontrola

oPsS1
100 |BpPs 2
80 OPS3

102,6051,30 26651282 641 3,20 1,60 080 040 020 010 0,05

Koncen trace Ug. latky (mmolf)
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Pomoci programu Prisma jsme nelinedrni regresi zjistili ECso 110,9 mmol/l (95%

interval spolehlivosti 85,71 - 143,4 mmol/l).

ECso standardniho toxinu chloridu manganatého (MnCly) byla 68,64 mmol/I.

Graf ¢. 29: Porovnani primernych hodnot mortality Tubifex tubifex ve standardu ucinné

latky (amoxicilinu)

100 BUVA 365 nm
20 B Temnostni kontrola
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102,60 51.30 26,65 1282 o641 3,20 1,60 080 040 020 0,10 0,05

Koncentraceue. latky (mmol/1)

Ze ziskanych vysledkli jsme zjistili, Ze standard Uc¢inné latky je fototoxicky,
protoze ECso pii pisobeni UVA 365 nm byla 98,93 mmol/l, zatimco v temnostni
kontrole byla tato hodnota 110,9 mmol/I.
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Graf ¢. 30: Porovnani primérnych hodnot mortality Tubifex tubifex po pisobeni UVA
(365 nm)

100

B Augmentin® 625 mg

B Osgpamox® 375 mg/S ml

O Standard v¢inné latky (amoxicilin)

Mortalita (%)

102,60 51.30 26.65 12.82 06.41 3.20

1.60 0,80 040 020 010 005
Koncentraceti¢r. latky (nmunol/1)

Graf ¢. 31: Porovndni priumérnych hodnot mortality Tubifex tubifex v temnostnich

kontrolach

100

B Augmentin® 625 mg

B Ospamox® 375 mg/5 ml

B Standard némneé latky (amoxicilin)

102,60 51.30 26,65 12,82 o041 3.20

Mortalita (%)

1.0 080 040 020 0,10 0,05
Koncentracenc. latlky (nunol/1}

Z grafu vyplyva, Ze jak pti pisobeni UVA, tak v temnostnich kontrolach je
standard 0¢inné latky v porovnani s lé¢ivy nejméné toxicky a jako nejvice toxicky se
ukézal Augmentin® 625 mg.
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4.5. Porovnani vysledki

Graf ¢. 32: Porovnani hodnot ECsy (ICsq) jednotlivych oganismii v testech s piisobenim
UVA 365 nm (v mmol/l)

| Standard neinné latky

EC 50 (amoxicilin}

08,93 B Augmentin® 625 mg

B Ogpamox® 375 mg/S ml

EC50
0.6369

Artemia salina Tubifex tubifex

Graf ¢. 33: Porovndni hodnot ECsy (ICsp) jednotlivych oganismii v temnostnich
kontrolach (v mmol/l)

B Standard néinné latky
(amoxicilin)

ECs0
110.9

B Augmentin® 625 mg

O Osgpamox® 375 mg/'S ml

EC S50 IC 50
0.6637 0,4999
Artemia salina Sinapigalba Tubifex tubifex

Ziskané vysledky ukézaly, Ze niténka je nejméné citlivym organismem pii

pasobeni UVA 365 nm a v temnostnich kontrolach jak pro lé¢iva, tak pro standard.
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Graf &. 34: Porovndni hodnot ziskanych z testii jednotlivich organismii s Augmentinem®
625 mg pri piisobeni UVA (365 nm)
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Graf &. 35: Porovndni hodnot ziskanych z testii jednotlivich organismii s Augmentinem®
625 mg v temnostnich testech
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Z grafu je vidét, Ze se piili§ nelisi testy po plisobeni UVA 365 nm od temnostnich

kontrol.

Poznamka: V grafech jsme uvedli hodnoty pro A. salina ziskané z tabulek

vysledki

¢. 3 a 6 a tabulku vysledki ¢. 20 u S. alba, ve kterych jsme pouzili v ramci

testii nejvyssi koncentrace.
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Graf ¢. 36: Porovnani primérnych hodnot ziskanych z testit jednotlivych organismii se

standardem amoxicilinu pri piisobeni UVA (365 nm)
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Graf ¢. 37: Porovnani primérnych hodnot ziskanych z testii jednotlivych organismii Se

standardem amoxicilinu v temnostnich testech
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Z graf je vidét, ze se pfiliS nelisi testy po piisobeni UVA 365 nm a Vv temnostnich

kontrolach.
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5. Diskuse
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Pti ekotoxikologickém hodnoceni vybraného Ié¢iva jsme volili pocatecni
koncentraci pripravki (Augmentin® 625 mg, Ospamox”™ 375 mg/5 ml) tak, abychom je
zcela vyuzili, tzn., aby nam objem roztoku ¢i suspenze vystacil na test beze zbytku.
Jako dalsi kritérium jsme uréili moznou viditelnost organismu v roztoku (pfip.
suspenzi), ktery v nejvyssich testovanych koncentracich byl bilé barvy. Artemia salina
a Brachionus calyciflorus jsou drobni Zivo¢ichové a vifnik je navic na rozdil od artémie
prasvitny. Suspenzi jsme mohli zfiltrovat, ale pak bychom si nebyli jisti, jaké procento

uc¢inné latky by se na filtru zachytilo.

Pfi screeningu 1é¢ivych pripravki s obsahem amoxicilinu jsme vybrali za testovaci
organismy zabronozku Artemia salina, L., vifnika Brachionus calyciflorus jako
zastupce z fad konzumentt, bélohoic¢ici Sinapis alba, L., producenta a zastupce vyssich

rostlin, a niténku Tubifex tubifex, fazenou jak do skupiny konzumentd, tak destruentd.

Ostatni autofi, ktefi studovali vliv amoxicilinu na Zivotni prostiedi, davali spiSe
piednost fasovym testiim toxicity. Obecné se ekotoxikologicky vliv tohoto antibiotika

studoval velmi malo.

Dle skupiny okolo Andreozziho (2004) tfasové biologické zkousky ukazaly, ze
vrozsahu koncentraci od 50 ng/l do 50 mg/l neni amoxicilin toxicky wviici
eukaryotickym organismtim, jako jsou fasy z ¢eledi Chlorophyceae Pseudokirkneriella
subcapitata a Closterium ehrenbergii a Bacillariophyceae Cyclotella meneghiniana, ale
ukézal zna¢nou toxicitu vii¢i Cyanophyta Synechococcus leopolensis. Rasova toxicita
amoxicilinu pfi chovu ryb pak byla studovana skupinou okolo Lutzhofta (1999).
U sladkovodni Microcystis aeruginosa byla zjisténa hodnota toxicity ECsy pro
amoxicilin 0,0037 mg/l, pro mofskou fasu Rhodomonas salina byla 3108 mg/l a pro
sladkovodni zelenou fasu Selenastrum capricornutum byla zjisténa hodnota NOEC vétsi

nez 250 mg/l.

Skupina okolo Pascoea (2003) pak testovala akutni a chronickou toxicitu na
zahavci nezmaru obecném (Hydra vulgaris). Po sedmi dnech expozice nebyl pozorovan
zadny efekt aZz do koncentrace 1,0 mg/l a po 17 dnech nebylo neptiznivé ovlivnéno

krmeni a ani tvorba pupent
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P1i testovani zabronozky Artemia salina jsme jako endpoint zvolili jejich nulovou
pohyblivost, tj. ani dychaci pohyby. Stanovali jsme hodnoty ECso, i kdyZ se tato
hodnota prakticky rovnd hodnotam LCso (koncentrace, ktera ma za nasledek uhyn u 50
% populace). Pro standard amoxicilinu jsme zjistili hodnotu ECsp 0,6637 mmol/l (95%
interval spolehlivosti 0,5794 — 0,7602 mmol/l) vtemnu a s pisobenim UVA 365 nm
0,6369 mmol/l (0,5177 — 0,7837 mmol/l). BohuZel pro Augmentin® 625 mg jsme tyto
hodnoty neziskali, protoze ve vyssich koncentracich ptsobil spise protektivné, coz bylo

pravdépodobné dano plsobenim ostatnich slozek tablety.

Altomare a kol. (2006) zkoumal vliv latek kontrolujicich rust plisni (BCA)
charakterizovanych rozdilnou chemickou povahou a mechanismem pusobeni na A.
salina. BCA mohou produkovat toxické metabolity, které piedstavuji riziko jak pro
urodu, tak pro Zivotni prostfedi. Testy byly provedeny v 24-jamkovych testovacich
destickach. Kazda jamka obsahovala 30 — 40 nauplii v 500 pl motského roztoku. Pét
mikrolitrti toxinu kazdého fedéni bylo dano do kazdé jamky. N4&S test probihal na rozdil
od jeho v 96-jamkovych testovacich mikrodestickach, pficemz kazda méla obsahovat
50 pl suspenze 10 — 20 nauplii a 100 pl roztoku. Vysledky testu ukézaly, ze citlivost
zébronozek na BCA byla zavisla ¢asove a na davce.

Tabulka €. 28: (pievzata od: Altomare (2006))

Sloutenina LCso (95% interval spolehlivosti) (mmol/I)
24 hodin 36 hodin
Alamethicin polypeptid 5,32 (4,14 — 6,87) 1,96 (1,53 — 2,46)
Paracelsin polypeptid 21,26 (16,53 —29,58) | 9,66 (7,63 —12,73)
Antiamoebin | polypeptid 19,79 (15,49 — 27,31) | 8,25 (6,14 —11,67)
Gliotoxin epidithiodiketopiperazin| 39,49 (27,96 —61,90) | 20,44 (17,28 — 24,44)
Destruxin A cyklodipsipeptid 16,92 (13,40 —21,67) | 2,05 (3,87 —6,61)
Oosporein hydroxybenzochinon nedefinovano — nejvyssi koncentrace 200 pM
nebyla toxicka

Elsinochrom A | perylenchinon 20,18 (18,81 — 21,64) | 15,26

Chowdhury (2005) zkoumal cytotoxicitu chloroformového extraktu a antibiotik
JF-A, JF-B izolovanych z bangladésskych Streptomyces sp.. Hodnoty LCsq pro A. salina
byly 23,26 pg/ml pro extrakt, 18,05 pg/ml pro JF-A a 32,27 pg/ml pro JF-B. 90%
umrtnost byla pozorovana pfii koncentracich 69,18; 50,12 a 110,91 pg/ml

Aoyama a kol. (2007) sledoval vliv antivegetativnich biocidii v barvach na lodi
a jelikoZ se udélalo mnoho akutnich testl toxicity se samotnymi latkami, v tomto testu
se vice zaméfil na kombinovanou toxicitu A. salina k pyrithion zinku (ZPT), pyrithion

médi (CPT), Chlorothalonilu a Diuronu jako uZivanych jako alternativa k tributlytinu.
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Ktestu byl pouzit Artoxkit M a zkoumalo se 24h LCsp. LCso (95% interval
spolehlivosti) jednotlivych slozek: Diuron 12,01 (11,42 — 12,61) mg/l; ZPT 3,17 (2,45 —
3,88) mg/l; CPT 0,83 (0,58 — 1,07) mg/l; Chlorothanonil 1,00 (0,80 — 1,20) mg/I.
Kombinace ZPT a CPT méla synergisticky efekt, coz podle n¢j vyzaduje velkou
pozornost, protoze se V moiském prostiedi mize vyskytovat koexistence obou latek
v disledku transchelatace. Bindrni smés Diuronu s ZPT nebo CPT ukézala mnoho
vzajemnych efekti (synergismus, antagonismus nebo aditivni G€inek) v zavislosti na

koncentracnich pomérech.

Jelikoz jsou pesticidy Castou soucasti zivotniho prostiedi, mohou ovliviiovat
I necilové organismy, tak jako antibiotika neovliviiuji pouze patogenni mikroorganismy.
Akutni toxicitu a uspé$nost lihnuti A. salina pro ¢tyfi organofosfatové insekticidy —
acefat (ACEP), chlorpyrifos (CPP), monokrotofos (MCP), propenofos (PF) — byla
studovana skupinou okolo Jakka (2007). Zkoumali 50% inhibici lihnuti a LCso. CPP

vvvvvv

MCP > ACEP.

Dle Amata a kol. (2002) hodnoty 24h LCsy organofosfatovych pesticidt s 95%
jistotou byly pro A. salina 9,3 mg/I (1,35 — 6,34 mg/l) pro dichlorvos a 3,19 mg/l (1,35 —
6,34 mg/l) pro chlorpyrifos.

ProtoZe jsme pracovali Vv testech s Zabronozkami Cerstvé vylihnutymi, bylo by
zajimavé zjistit, jak jsou citliva jina stadia jejich vyvoje. Akutni toxicitu chlorpyrifosu,
methylchlorpyrifosu, parathionu a methylparathionu na tii vékové tiidy A. salina
zkoumal tym okolo Barahony (1996). A. salina stara 24 hodin byla méné citliva k t€émto
organofosfatim nez 48 staré larvy, které zase naopak byly zna¢né tolerantnéjsi nez 72
hodin stara A. salina, ale chlorpyrifos ma stejnou toxicitu jak u 48-hodinovych, tak

u 72-hodinovych.

Angeles-Lopez a kol. (2007) zkoumal akutni toxicitu mexickych rostlin uzivanych
v tradiéni mediciné. Jeden den staré larvy A. salina pienesl do 5 ml nadobek (10
v nadobce) obsahujicich suchy extrakt rostlin a solny roztok. Extrakt testoval
V koncentracich 10, 100 a 1000 pg/ml. Po 24 hodinich spocital pocet ptezivsich.
Pozitivni kontrolou byl kolchicin (LCso 25 pg/ml). Na§ standardni toxin byl chlorid
manganaty (ECso 0,6637 mmol/l). Amphipteryngium adstringens, lostephane

heterophylla, Exostema caribaeum, Hintonia standleyana, Hippocratea excelsa
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a Gnaphalium sp. se ukazaly jako netoxické (LCso byla vy$$i nez 1000 pg/ml).
Brickellia veronicaefolia (LCso 37,15 pg/ml), Arracacia tolucensis (LCso 71,94 ug/ml),
Poliomintha longiflora (LCsp 169,04 ug/ml) a Piper sanctum (LCso 227,50 pg/ml) se

projevily jako vyznamné toxické k A. salina.

Kalka a kol. (2005) zkoumal akutni toxicitu A. salina péti bézné uzivanych
tenzidl. Test byl veden na zaklad¢ Artoxkitu M a trval 24 hodin. Endpoint byla hodnota
LCso, zatimco naSim byla ECsg. Hodnoty LCsg potvrdily vyssi toxicitu neionogennich
tenzidi v porovnani s anionickymi: natrium dodecylsulfat 0,142 mmol/l, natrium
dodecylbenzensulfonat 0,117 mmol/l, natrium alkyltrioxyethylensulfat 0,028 mmol/I,
dekaoxyethylenalkyl ether 0,00097 mmol/l, nonylfenylheptaoxyethylenalkyl ether
0,0086 mmol/I.

Artoxkit M byl uzit v ekotoxikologickém screeningu Callejou (1994), kde se
studovalo 50 prioritnich chemikalii programu MEIC (Multicentre Evaluation of In vitro
Cytotoxicity) i pomoci Rotoxkitu F.

Tabulka ¢. 29: (prevzata od: Calleja (1994))

Vybrana lé¢iva 24h LCso (jumol/l)
Artemia salina Brachionus calyciflorus
paracetamol 3,57 4,54
kyselina acetylsalicylova 3,32 2,89
amitriptylin 2,12 0,46
theofylin 4,65 4,20
dextropropoxyfen hydrochlorid 3,06 1,19
R-(+)-propanolol 3,19 1,00
warfarin 4,07 3,15
isoniazid 3,37 4,34
verapamil hydrochlorid 2,86 1,34
chlorochin fosfat 3,60 0,80
chinidin sulfat 2,56 1,05
chloramfenikol 3,80 3,81
amfetamin sulfat 3,61 0,98
atropin sulfat 4,35 2,67

Dale Calleja zkoumal (1993) vliv rozpoustédel na akutni toxicitu lipofilnich
chemikalii na A. salina a B. calyciflorus s pouzitim Artokitu M a Rotoxkitu F. Testoval

diazepam a digoxin s anebo bez rozpoustédla (dimethylsulfoxid a ethanol).
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Tabulka ¢. 30: (prevzata od: Calleja (1993))

(umol/) 24h LCs
Artemia salina Brachionus calyciflorus

diazepam 241 > 35,100
diazepam + DMSO 287 166
diazepam + ethanol > 351 netestovano
digoxin > 12,800 > 12,800
digoxin + DMSO > 128 > 128
digoxin + ethanol > 128 netestovano

Jelikoz jsme jako rozpoustédlo pouzili taktéz DMSO, ale v koncentracich 1 %
a0,5 % vnejvyssich testovacich koncentracich, mohlo by se nas toto tykat, ale
z ptedchozich experimentli bylo zjiSténo, Ze v takovéto koncentraci mortalitu

neovliviiuje.

N¢ékdy je zabronozka nejen druh, ktery umozniuje urcit riziko pro zivotni prostiedi,
ale miize pomoci uréit i toxicitu pro jiné organismy. Iglesias Buela a kol. (2001) zjistil
dobrou korelaci mezi in vivo testy rostlinnych extrakt na mySich a in vitro testy na A.

salina a diky tomu je tato metoda uzite¢na k uréeni oralni akutni toxicity.

Pii testovani Brachionus calyciflorus jsme pouzivali Kity pro akutni toxicitu
Rotoxkit F a pro chronickou toxicitu Rotoxkit F Chronic vytvofené belgickym
vyrobcem MicroBioTests Inc. Jako nejvyssi koncentraci u¢inné latky jsme zvolili 1,089
mmol/l, pfi¢emZ tato nezpusobila zadny efekt jak u 24-, tak u 48-hodinového testu.
Umrtnost vifnikd v jednotlivych jamkach byla zptisobena spise jejich §patnym stavem

nez pusobenim toxikantu.

Standardni testy toxicity na B. calyciflorus vyuzivaji jako endpoint pfeziti béhem
24 hodin nebo asexudlni reprodukci béhem 48 hodin. Takové testy jsme pouzili i my.
Bohuzel v pfirodnich ekosystémech mohou byt organismy exponovany v rtiznou dobu
jejich zivotniho cyklu. Dikazy svéd¢i o tom, Ze mnohem citlivéjsi je sexualni
reprodukce. Skupina okolo Prestona (2001) proto vyvinula 96-hodinovy test toxicity na
zakladé modifikace testi 48- a 72-hodinovych a odhadl toxicitu fungicidu a diive
i herbicidu pentachlorfenolu (PCP) a médi. Testované organismy se skladali
Z novorozenych samicek (4 — 6 hodin starych) vylihnutych z cyst. 96-hodinovy test pro
PCP s B. calyciflorus ukazal hodnotu NOEC 10 pg/l, ktera byla dvacetkrat niz§i nez
NOEC u testu trvajiciho 48 hodin a 120 krat nizs§i nez u LCsq testu 24 hodinového. Pti
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testech s médi byl tento vysledek NOEC = 2,8 pug/l, coz je sedmkrat nizsi nez NOEC 48

hodinového testu a devétkrat niz$i nez LCsp U 24-hodinového testu.

Gallotti-Schmitt (2000) pro méd’ ve formé sulfatu ziskal hodnotu ve dvoudennim
testu toxicity ECso 0,058 mg/l (95% interval spolehlivosti 0,05 - 0,06 mg/I).

Vysledky studie prezentované skupinou okolo Fieldse (2001) pak vyzvedavaji
otazku ptesnosti stanoveni ekologického nebezpeci po ziskani dat ze statickych testi
toxicity. Vodni organismy ziji totiz ve vodnim prostiedi a fluidni dynamika mé dulezity
vliv na odpovéd’ vic¢i toxikantu. Vifnici patii do jedné ze tfi hlavnich skupin
zooplanktonu, a proto se vyuzivaji pro standardizované testy toxicity, které jsou jako
U vétSiny ostatnich testll toxicity pod statickymi podminkami. Tym zjistil, ze LCsp
a ECso pentachlorfenolu u B. calyciflorus, které ve statickych podminkach bylo 738
a 1082 pg/l, se snizilo na 262 a 136 pg/l.

Janssen (1991) zjistil, ze stafi cyst od 0 do 18 mé&sicti nema zadny efekt na kvalitu
testti. Vzhledem Kk tomu, Ze jsme testy pouzivali jesté pted jejich expiraci, jejich kvalitu
by tak stafi cyst nemélo ovlivnit. Pfi pisobeni latky méli nastavenou teplotu termostatu
na 25 °C. Dle Janssena vyssi i niz$i testovaci teplota méla za nasledek zvySenou

citlivost vifnikli na toxikanty.

Tym okolo Gallotti-Schmitta (1999) porovnaval hodnoty NOEC 25 chemikalii 21
denniho testu toxicity s Daphnia magna, ktery je pozadovany evropskymi autoritami
pro zjisténi chronické vodni toxicity novych sloucenin, s testy na B. calyciflorus. Tyto
testy vykazuji méné nevyhod, zejména mensi narocnost na praci, financni naklady
a pottebu krmeni béhem testu. Test s viiniky byl pon¢kud méné citlivy nez test s dafnii,
ale korelace mezi témito dvéma testy byla relativné dobrd. Tim se vifnici stali slibnymi

ekonomicky vyhodnymi pomiickami k screeningu chronické toxicity.

Tym Isidoriho (2005) studoval akutni a chronickou toxicitu Sesti antibiotik na
Brachionus calyciflorus pomoci stejnych testti jako my. Vybér 1é¢iv byl na zakladé dat
ziskanych z monitorovaciho programu v Itélii, zatimco my jsme vybirali data o spotiebé

na zakladé MV-Aislp.
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Tabulka ¢. 31: (prevzata od: Isidori (2005))

24-hodinova akutni toxicita 48-hodinova chronicka toxicita
(mg/) E(L)Cso (95% interval E(L)Cso (95% interval
spolehlivosti) spolehlivosti)

erythromycin 27,53 (18,58 - 40,78) 0,94 (0,93 - 1,41)
oxytetracyklin 34,21 (22,19 - 52,74) 1,87 (1,19 - 2,96)
sulfomethoxazol 26,27 (16,32 - 42,28) 9,63 (7,00 - 13,25)
ofloxacin 29,88 (26,67 - 33,46) 0,53 (0,34 - 0,82)
linkomycin 24,94 (20,73 - 30,00) 0,68 (0,38 - 1,22)
Klarithromycin 35,46 (26,96 - 46,63) 12,21 (10,43 - 14,72)

Chronické testy ukazaly vyS$i toxicitu nez akutni. Podil toxicity akutnich
a chronickych efektd (tzv. A/C ratio) u B. calyciflorus, které je od 3 (klarithromycin
a sulfomethoxazol) po 56 (ofloxacin), potvrdilo to, Ze pro detekovani vlivu lé¢iv na

prostiedi jsou lepsi chronické testy.

Endoh a kol. (2005) vyuzival taktéz Rotoxkit F pro zjisténi hodnoty ECsp Casto
pouzivanych veterinarnich antiparazitik amprolium hydrochloridu (APH), bithiniolu
(BT), levamizolu hydrochloridu (LVH), pyrimethaminu (PYM) a trichlorfonu (TRC).
Zjistili, ze vitnik byl nejvice citlivy na BT (ECso = 0,063 mg/1) a poté¢ na PYM s ECs =
15,0 mg/l. APH byl pro n&j nejméné toxicky s ECso 403 mg/I.

Barahona (2005) naopak porovnaval efekty syntetickych pyrethroidu, insekticidt
pouzivanych vice nez 20 let v zemé&d¢lstvi, na Zivotni prostfedi. VSechny se ukézaly
jako vysoce toxické pro larvy B. calyciflorus (cysty ziskali od jiného belgického
vyrobce nez my - Creasel Ltd., Deinze, Belgie), pficemz se ukazalo, ze resmethrin (24h
LCso 0,04 mg/l) a cypermethrin (24h LCso 0,08 mg/l) byly o0 80,51% a 46,49% toxict&jsi
nez permethrin (24h LCso 0,22 mg/l).

Andreu-Moliner a kol. (1992a) stanovil akutni toxikologické efekty nékolika
pesticidu na B. calyciflorus. Nejvyssi pouzité koncentrace odpovidaly organofosfatim
a karbamattim (benthiokarb). Porovnanim hodnot LCsy doSel k zavéram, ze endosulfan
je nejtoxictéjsi z testovanych organofosfatovych pesticidl, zatimco toxicita endosulfanu
je stejna, jakou ukazal test s benthiokarbem. Z testu vyslo, Zze organofosfaty jsou
nejméné toxické testované pesticidy. Dale pak jeho skupina (1992b) zkoumala akutni
toxicitu pesticidti endosulfanu a diazinonu na B. calyciflorus. LCsy bylo pro endosulfan
5,15 mg/l a 29,22 mg/l pro diazinon. V jiném testu Andreu-Molinera (1991) byli vifnici

vystaveni dvéma subletalnim koncentracim endosulfanu (1,5 — 2,0 ppm) pro testy
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bioakumulace, které trvaly 24, 48, 72 a 96 hodin. Béhem této doby byli krmeni fasou
Nannochloris oculata (5.10° bungk/ml). Stejnou potravu pro viiniky jsme v testech uzili
I my. Nejvyssi akumulace pak ur¢il 24 hodin po startu expozice pii koncentraci
1,5ppm. Ve svém dal§im experimentu (1996) zabyvajicim se organofosfitovym
insekticidem fenitrotionem zjistil pro B. calyciflorus hodnotu 24h LCsy 6,68 mg/l, pii
chronické toxicité to byly hodnoty NOEC 1,0 mg/l a LOEC 1,6 mg/1.

Kolektiv okolo Mariineze-Jeronima (2006) zkoumal efekty dvojmocného kadmia
a Sestimocného chromu na rist populace virnika B. calyciflorus. Zjistili, ze kadmium je

vvvvvv

chromu se pro reprodukci ukazala 8 mg/I.

DellaGreca (2004) zkoumal toxicitu prednisolonu a dexamethasonu, silnych
protizanétlivych 1é¢iv, a jejich fotoprodukti po expozici svétlem. Viinik byl ziskan
taktéz od firmy MicroBioTest Inc. a testoval se na zakladé standardizovanych testii pro
Rotoxkit F, ASTM (American Society for Testing and Materials, 1991) E1440-91,
piicemz se testované latky rozpoustély v DMSO, které mélo vyslednou koncentraci
0,01 % (v/v). My jsme pouzili v testu 0,5% roztok DMSO. Fotoprodukty byly mnohem
toxiCt€jsi nez parenteralni 1éCiva (pro prednisolon byla hodnota 24h LCsy 22,29 mg/I
a pro dexamethason 24h LCsq 48,22 mg/l), ale v fadovych hodnotach je tento efekt nizsi

nez u lé¢iv nachézejicich se v povrchovych vodéch.

Skupina okolo Brixe (2006) zkoumala chronickou toxicitu rozpusténého olova.
Pro B. calyciflorus bylo NOEC 194 pg/l, LOEC 284 pg/l a ECy 125 pg/l.

Dle Kettrupa (2002) se vifnici a specialn¢ B. calyciflorus ukazali jako velmi
vyhodni k testovani chronické toxicity. Maji dobrou citlivost, jednoduse se s nimi
pracuje, jsou ekologicky relevantni a doba potiebna k jejich déleni je kratkd. Bohuzel
podle vysledkii naSich testi se tyto vySe zminéné zkuSenosti, hlavné jejich
jednoduchost, neukazaly jako pravdivé. Metodika testovani je velmi pracna, dana
hlavné odchytem jednotlivych jedinct a jejich viditelnosti. V této studii pak zkoumal ve
ttidennim testu latky charakteru pohlavnich hormont, ethinylestradiol, nonylfenol
a testosteron, na B. calyciflorus a jejich vliv na reprodukci. Ethinylestradiol mél po 72
hodinach ECsg 4,15 pmol/l, nonylfenol 2,63 umol/l a testosteron, ktery byl nejméné

toxicky, mél 26,3 umol/l. My jsme chronickou toxicitu testovali béhem 48 hodin.
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V testech toxicity predstavuje hotéice Sinapis alba zastupce kulturnich plodin
a vyssich rostlin viibec. Metodikou prace jsme vychazeli z Metodického pokynu odboru
odpadtt MZP CR ke stanoveni ekotoxicity odpadi. Vzhledem K tomu, Ze terestrické
testy byly dlouhou dobu opomijeny oproti akvatickym, neni piili§ zkuSenosti s jejich

testovanim.

Pokusy jsme provadéli v plastovych Petriho miskach o priméru 90 mm po dobu
72 hodin. Filtra¢ni papir jsme nasytili 5 ml testovaného roztoku a rovnomérné vlozili 10
semen. 1Csp pro Augmentin® 625 mg byla 0,4999 mmol/l a pro standard jsme ze
ziskanych dat 1Csp nemohli ur€it, jelikoz se v danych koncentracich jevil spiSe

protektivné.

Fargasova (1994) rozlozila 50 semen na filtracni papir v Petriho misce o priméru
14 cm, ptfi¢emZ na kazdou misku pouzila 10 ml roztoku. Test trval 72 hodin a studoval
se vliv herbicid kromé inhibice ristu kotene (I), téz vliv na jejich kliceni (G). Semena
hoic¢ice vykazovala ECsy az 100krat niz$i nez LCsp. Hodnoty LCso byly velmi vysoké
a v nékterych ptipadech hrani€ily s maximalni rozpustnosti ve vode¢:

Tabulka €. 32: (prevzata od: Fargasova (1994))

(mg/) Sinapis alba

72h LCs (G) 72h ECs (1)

4-(indol-3-yl)octova kyselina (IAA) 200,00 4,07
(159,65 — 208,15) (3,90 - 4,72)

2,4-dichlorofenoxyoctova kyselina (2,4-D) 165,96 1,17
(141,58 — 195,47) (0,95 -1,32)

4-chloro-2-methylfenoxyoctova  kyselina 177,83 1,58
(MCPA) (153,28 — 201,00) (1,36 — 1,65)

N6-(beta 2-isopentenyl) adenosin (IPA) 156,68 4,63
(134,85 — 178,74) (3,14 - 6,03)

1-naftyloctova kyselina (NAA) 107,16 0,38
(92,47 —118,77) (0,26 — 0,41)

Dle Blahy (2006) jsou S. alba a Triticum aestivum citlivéjsi druhy nez Phaseolus
vulgaris, ktery je dost uzivany v testech toxicity. Chemikalie s nejsilngj$im inhibi¢nim
efektem na kliceni a rGst rostlin byly fenentridin, akridin, benzo[h]chinolin a 1,10-

a 1,7-fenantrolin.

Tym Grabinska-Sota (2003) studoval vliv komer¢nich preparati s obsahem
fenoxyherbicidi, Chwastox Extra 300 SL (30% MCPA Na* + 70% nespecifickych
slozek zakoupenych od ,,Organika Sarzyna“) a Aminopielik 720 (68% 2,4-D NH;" +

32% nespecifikovanych slozek obdrzenych od ,,Rokita*®), na inhibici kliceni b&éhem
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168 hodin. V prvnim ptipad¢ byla ICsq 104,00 mg/l a v druhém 160,00 mg/l. Pro test
uzili 9 cm Petriho misky a filtra¢ni papir nasytili 7 ml roztoku. Béhem prvnich 72 hodin

nechali seminka inkubovat ve tmé a posléze je nechali na nepfimém slune¢nim zareni.

Bailly a kol. (2007) zjistil, Zze 10% (w/v) vodny extrakt slunecnice (Helianthus
annuus, L. cv. Ogrodowy) a 28,4% (w/v) polyethylenglykol inhibuji kli¢eni.

V jiném typu testu Kurki-Helasmo a kol. (1998) zkoumal semena S. alba, ktera
byla kultivovana sedm dni na pevném médiu s zZivinami doplnénému o 40 pg/ml
mikrocystinu-RR. Mikrocystin-RR ovlivnil rast semenacka (IC50 = 0,8 pg/ml)

a koncentrace vétsi nebo rovna 5,0 ug/ml zptisobila znetvoteni rostlin.

Vzhledem k tomu, Ze metodika testovani na niténce Tubifex tubifex je zcela
originaln¢ vyvinutou metodou skupiny okolo mgr. Jitky Vytladilové z Katedry
farmaceutické botaniky a ekologie, je tézké zaClenit vysledky do svétového kontextu

vedy.

Tubifex tubifex s testovanou latkou jsme nechali v termostatu pii 20 °C pusobit 30
minut a studovali jsme akutni toxicitu vyjadienou ECso, tj. koncentraci, ktera zpisobi
u 50 % populace toxicky efekt. Délka testu byla urcena na zakladé experimentli mgr.
Vytlacilové, kdy se zjistilo, ze pokud je latka fototoxickd, ma nejvyssi toxicitu béhem
30 minut. Khangarot (2002) nechal ptsobit 10 Kationtt t€zkych kovii na organismus
naproti tomu po dobu 48 a 96 hodin, pifiCemz kromé ECso sledoval téz LCsp. V této
praci se zabyval pusobenim sezénnich vykyvu teploty (15, 20, 25, 30 °C) na toxicitu.
Vysledky ECso ukazuji na to, ze hodnoty (mg/l) jsou rozdilné v zavislosti na teploté,

pficemz niténky ptezivaly l1épe v 15 °C nez v 30 °C:
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Grafy ¢. 38 a 39: (prevzaty z prepracované tabulky vypracované: Khangarot (2002))
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V tomto ohledu je nase zvoleni teploty idealni.

Na zaklad¢ hodnot 96h LCso pro T. tubifex FargaSova (1999) rozttidila toxicitu
kovli nasledovné: méd’(Il) > méd’(I) > vanad > rtut’ = mangan > nikl > kadmium >

chrom > molybden > olovo > cin(IV) = cin(I) > arsen. Z tohoto potadi je evidentni, Ze

vvvvvv

vvvvvv

Tym okolo Khangarota (2004) zpozoroval, Ze se toxicita vodnich organisma T.
tubifex zpisobena médi da prekonat aminokyselinami. 96h LCsy byla pro samotnou
méd’ 0,084 mg/l, zatimco s ptiddnim aminokyselin histidinu, leucinu, kyseliny aspartové
o koncentraci od 2 mM do 20 mM byla tato hodnota od 0,164 do 11,80 mg/l médi. LCsy
pak stoupala linearné s pridavanim aminokyselin, tzn., ze méd’ se spojovala s témito

kyselinami.

Biagianti-Risbourg (2000) potvrdil, ze Tubifex tubifex je vhodny pro
ekotoxikologické studie, coZ ndm vysledky pokust potvrdily. Jako jediny organismus
nam dal jednoznacné vysledky jak u IéCiva, tak u standardu amoxicilinu. Také tvrdi, Ze
neni znamo mnoho dat o subletalni toxicité a bioakumulaci. Hodnoty LCs, kadmia

klesaji s rostoucim ¢asem, tzn., Ze akutni toxicita roste s rostoucim ¢asem expozice:
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Graf ¢. 40: (prevzat 7 prepracované tabulky vypracované Biagianti-Risbourgem (2000))
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Pti subchronické toxicit€é pozorovanim elektronovym mikroskopem zjistil, Ze
kadmium zpiisobuje morfologické zmény, hlavné autotomii kaudélni ¢asti niténky. ECsg
pak po 96 hodinach byla 0,015 mg/l. Vysledky bioakumulace odhalily, Ze kadmium je
pfijiméano niténkami vysoce a rychle. Schopnost akumulovat velké mnoZstvi kadmia tak
piedstavuje potencialni toxikologické riziko pro predatory nitének, pokud se kadmium

akumuluje v biodostupné formé.

Jelikoz je standard amoxicilinu Spatné rozpustny ve vodé, pouzivali jsme jako
pomocné rozpoustédlo kromé vody polarni aprotické rozpoustédlo dimethylsulfoxid
(DMSO) tak, aby v nejvyssi koncentraci byla koncentrace maximalné 1%. Borek-
Dohalsky (2002) zjistoval hodnotu ECsp T. tubifex smési benzenu a ethanolu a jeji
rozdil od hodnoty ECsy jednotlivych sloucenin, pii¢emz ECsp Vvtomto testu byla
definovana jako koncentrace, kterd inhibuje pohyb z 50 %. Smés nakonec vykazovala
odchylky hodnoty ECsy od hodnot ECsy, které piedpovédél na zakladé testovani
jednotlivych slozek.

FargaSova (1994) pouzila pro test 20 mm dlouhé niténky, zatimco my jsme je uzili
o0 velikosti 10 — 20 mm. Pfed testem herbicidi je adaptovala na podminky ve vodném
roztoku sobsahem vapniku, hoi¢iku, sodiku, drasliku, chloridt, sulfatd,
hydrogenuhli¢itanti o pH 6,67 a teploté 20 °C po dobu 24 hodin. My jsme je nechavali
pouze ve vodé ziskané reverzni osmdzou, aby se pred testem detoxifikovaly. Vysledky

po 96-hodinovém pusobeni herbicidd vyjadiuji téz i 95% interval spolehlivosti:
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Tabulka ¢. 33: (prevzata od: Fargasova (1994))

1-naftyloctova kyselina (NAA)

- Tubifex tubifex
Herbicid 96h LCso (mg/1)
) ’ . 97,50
4-(indol-3-yl)octova kyselina (IAA) (89,13 - 112,30)
: T 161,17
2,4-dichlorofenoxyoctova kyselina (2,4-D) (142,83 — 200,84)
4-chloro-2-methylfenoxyoctova kyselina (MCPA) (168 5127 1_’%%0 24)
N6-(beta 2-isopentenyl) adenosin (IPA) (114 éé 3:(;(311 87)
78,60

(71,60 — 97,31)

Z nich je patrné, niténky jsou odolné vii¢i vysokym koncentracim testovanych

herbicidli. Vici plisobeni amoxicilinu jsou téz niténky po 30 minutovém plisobeni velmi

odolné.

Cilem Blahy a kol. (2004) bylo porovnani citlivosti 17 akutnich testli toxicity
ttech vzorki extraktu sinic (hlavni dil pfedstavoval Microcystis sp., ktery se podstatné
1i§il obsahem mikrocystinu-LR). Dobra selektivni odpovéd’ na toxicitu mikrocystinil

byla pozorovana v tydennich biotestech s malostétinatcem Tubifex tubifex a vifnikem

Brachionus calyciflorus.
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6. Zavér

130



V diplomové praci jsme si dali za cil ziskat ekotoxikologickd data o lé¢ivech
s obsahem amoxicilinu (Augmentin® 625 mg, Ospamox® 375 mg/5 ml) a jejich
fototoxicité¢ vV porovnani se standardem nutna pro predikci u¢inku v Zivotnim prostiedi.
Jako referen¢ni organismy jsme pouzili Zabronozku solnou Artemia salina, L., vifnika
Brachionus calyciflorus jako zastupce z fad konzumentt, bélohot¢ici Sinapis alba, L.,
producenta a zastupce vyssich kulturnich rostlin, a niténku Tubifex tubifex, fazenou jak

do skupiny konzumentt, tak destruentt.

Experimenty s artémii jsme provadéli v 96-jamkovych testovacich destickach,
které jsme spolu s 1é¢ivou latkou nechali inkubovat 24 hodin pii 25 °C se
spoluptisobenim UV A zafeni (vlnova délka 365 nm) a v temnu. Po ukonceni pisobeni
latky jsme spocitali uhynulé jedince Artemia salina a zjistili pomoci programu Prisma
nelinearni regresi hodnoty akutni toxicity ECso. Zjistili jsme, 7¢ Augmentin® 625 mg
vV nejvysSich koncentraci jak ve svételném testu, tak Vtemnostnim plsobi na
zabronozku protektivné, protoze vykazovala minimalni umrtnost oproti koncentracim
niz§im. Pravdépodobné to bylo dano tim, Ze rozpustény léCivy piipravek s obsahem
I jinych latek nez jen 1éCivé zabijel patogeny artémie a tak vytvaiel podminky vhodné
pro preziti. Naopak vysly vysledky standardu, ktery pod plsobenim UVA paprski
vykazoval hodnotu ECsy 0,6369 mmol/l (95% interval spolehlivosti 0,5177 - 0,7837
mmol/l) a bez jejich pusobeni pak 0,6637 mmol/l (95% interval spolehlivosti 0,5794 —
0,7602 mmol/l). Z nich se da usoudit, Ze UVA zafeni ma podil na toxicité, protoze

nepatrn¢ snizuje ECsp.

Brachionus calyciflorus jsme testovali pomoci kiti Rotoxkitu F a Rotoxkitu F
Chronic, pfiCemz jsme sledovali v prvnim piipadé¢ 24-hodinovou akutni toxicitu
a v druhém chronickou toxicitu po 48 hodinach. Stejné jako u artémie jsme organismy
nechali pod piisobenim UV A zafeni 365 nm a v temnu Vv termostatu vytemperovaném
na teplotu 25 °C. Viinik v nejvyssi testované koncentraci ¢inné latky (1,089 mmol/l)
jak u Augmentinu® 625 mg, tak u standardu v z4dném z testii nevykazoval vyznamné
efekty. Umrtnost Brachionus calyciflorus, kterou jsme pozorovali i v kontrole, byla
pravdépodobné zplisobena jejich Spatnym stavem. Tato metoda je na naSem pracovisti
nové a vzhledem k malému mnozZstvi zkuSenosti, jeji velké pracnosti a Spatné lihnivosti

vifnikd, jsme nebyli schopni zopakovat test tfikrat.
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U semen hoi¢ice bilé Sinapis alba, L. jsme zjist'ovali hodnoty ICsg, pii kterych
dochazi k inhibici kli¢eni, jen pro standard a Augmentin® 625 mg pii 72-hodinovém
testu bez pristupu svétla a pti teploté 20 °C. Pouzili jsme plastové Petriho misky
0 praméru 9 cm s filtraénim papirem nasycenym roztokem léciva, na ktery jsme polozili
10 semen. Hodnota 1Csy ziskana z grafu pak pro 1é¢ivo byla 0,4999 mmol/l. Standard
amoxicilinu jest¢ ani v koncentraci 2,70 mmol/l neposkytoval potfebna data a pfi
druhém testovani latky byly hodnoty inhibice dokonce zaporné, coz svéd¢i o tom, Ze se
klickim datilo lépe (tj. vykazovali vétsi rist) v roztoku testované latky, nez v kontrole

S ¢istym rozpoustédlem.

S poslednim organismem v naSem screeningu, niténkou Tubifex tubifex, jsme
nechali piisobit ob& zvolend lé¢iva (Augmentin® 625 mg, Ospamox” 375 mg/5 ml)
a standard, a to za pusobeni UVA a v temnu. Niténky jsme testovali v 24-jamkovych
plastovych destickach pti teploté 20 °C. Tento organismus nam jako jediny dal ve vSech
testech hodnoty ECso, takZe se jevil pfi testovani jako nejvhodnéjsi. Hodnoty ECsg byly
ziskany pomoci programu Prisma nelinedrni regresi:

Tabulka ¢. 34:

(mmol/l) ECsobez UVA ] ECso s UVA
(95% interval spolehlivosti)
Augmentin® 625 mg 4,567 (0,1860 — 112,1) 13,11 (9,873 — 17,40)
Ospamox” 375 mg/5 ml 21,18 (15,00 — 29,89) 25,88 (17,12 — 39,14)
Standard 110,9 (85,71 — 143,4) 98,93 (83,62 — 117,1)

Stejn¢ jako u artémie nam dal standard, na rozdil od I€Civ, pii pasobeni UVA
vys$Si hodnotu ECsp nez vtemnostni kontrole, ¢imz je ho mozné povazovat za
fototoxicky. Nejvice toxicky dle hodnot ECsy vysel u Tubifex tubifex Augmentin® 625

mg.

Podle dosazenych ECsq €i ICsp lze povazovat za nejméné citlivy organismus vici

pusobeni amoxicilinu Tubifex tubifex.

Pro zjiSténi vétStho mnozstvi hodnot by bylo zapotiebi nékteré testy vice

rozvinout a screening amoxicilinu doplnit o dalsi organismy.
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Abstrakt

Psohlavcova Zuzana, Ekotoxikologicky screening vybraného antibiotika,

diplomova prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra

Farmaceutické botaniky a ekologie

Amoxicilin je jedno znejCastéji predepisovanych antibiotik. Patii mezi
Sirokospektré aminopeniciliny a je z 60-75 % vylu¢ovan moci v nezménéné podobe.
Prostiednictvim moce a ze skladek odpadii se pak dostava do povrchovych vod, kde pak
pusobi na necilové organismy. Pfi hodnoceni ekotoxikologického efektu amoxicilinu
jsme pouzili 24-hodinovy test akutni toxicity na zabronozce solné Artemia salina, L.,
vifnika Brachionus calyciflorus prostfednictvim Rotoxkitu F a Rotoxkitu F Chronic.
Dale jsme pouzili 72-hodinovy test inhibice kli¢eni semen hoicice bilé¢ Sinapis alba, L.
a 30-minutovy test akutni toxicity s niténkou Tubifex tubifex. Pouzili jsme 1éCiva
Augmentin® 625 mg, Ospamox® 375 mg/5 ml. Testy probihaly ve tmé a s piisobenim
UVA zafeni 365 nm a zjist'ovali jsme hodnoty ECsg (koncentrace, ktera zptisobi u 50 %
populace toxicky efekt) pro ZivoCichy a pro S. alba hodnotu ICsy (inhibi¢ni
koncentrace). Nejméné citlivym organismem vuci pusobeni amoxicilinu byla niténka,
ktera se jako jedind ukdzala pfi testovani toxicity nejvhodnéjsi, protoze nam dala ve

vSech testech hodnoty ECsp.

Kli¢ova slova: ekotoxicita, Augmentin® 625 mg, Ospamox® 375 mg/5 ml,

amoxicilin, Artemia salina, Brachionus calyciflorus, Sinapis alba, Tubifex tubifex
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Abstract

Psohlavcova Zuzana, Ecotoxicological screening of the select antibiotic, diploma

thesis

Charles University in Prague, Faculty Of Pharmacy in Hradec Kralové,
Department of Pharmaceutical Botany and Ecology

Amoxicillin is one of the most frequently prescribed antibiotic. It belongs to the
wide spektrum of aminopenicilin and it is excreted by diuresia in uncoverted condition
of 60-75%. By means of urine and from waste dumps goes to surface waters, where it
operates to the not target organisms. At valuation of the ecotoxicological effect of
amoxicillin there we used the 24-hours test of acute toxicity on brine shrimp Artemia
salina, L., rotifer Brachionus calyciflorus by means of the Rotoxkit F and the Rotoxkit
F Chronic. Next we used the 72-hours test of inhibition of white mustard Sinapis alba,
L. germination and the 30-minutes test of acute toxicity with tubificid worm Tubifex
tubifex. We used drugs Augmentin® 625 mg and Ospamox® 375 mg/5 ml. Tests take
place darkling and in action of UVA radiation 365 nm and we investigated with values
of ECso (the concentration which evoke the toxic efekt by 50% of population) for
animals and for S. alba the value 1Csq (the inhibitory concentration). The less sensitive
organism againts incidence of amoxicillin was tubificid worm who seems to be the

optimal by testing of toxicity as alone because in all tests leads to the values of ECsy.

Key words: ecotoxicity, Augmentin® 625 mg, Ospamox® 375 mg/5 ml,

amoxicillin, Artemia salina, Brachionus calyciflorus, Sinapis alba, Tubifex tubifex
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